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Introducción 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
LA INTERACCIÓN PLANTA-PATÓGENO 
 
Las plantas pueden ser atacadas por una amplia variedad de fitopatógenos 
microbianos (bacterias, virus y hongos), invertebrados (insectos herbívoros) e 
incluso por otras plantas. Sin embargo, a pesar de que las plantas carecen de 
movilidad para alejarse del peligro y de un sistema inmunitario especializado, la 
enfermedad es una excepción más que la norma en el mundo vegetal. Además, en 
muchos casos el desarrollo con éxito de una infección no provoca la muerte de la 
planta. Podría decirse que la selección natural actúa evitando la excesiva toxicidad 
del patógeno, que conduciría a una baja tasa de crecimieto o de producción de 
frutos (Thomma y col., 2001; Staskawicz y col., 2001; Cohn y col., 2001). Esta 
resistencia a patógenos se debe a que las plantas han desarrollado mecanismos 
defensivos eficientes. 
En el caso de que todos estos mecanismos fallen y se produzca la infección, se 
considera que la interacción planta-patógeno es compatible, la planta es susceptible 
y el patógeno se define como virulento. Inversamente, cuando el patógeno no 
consigue invadir la planta la interacción planta-patógeno es incompatible, la planta 
es resistente y el patógeno se define como avirulento.  
También se da el caso de interacciones compatibles en las cuales la planta no 
presenta síntomas de la enfermedad, a pesar de existir una infección real de los 
tejidos. A este fenómeno se le denomina tolerancia y es debido a que la planta, de 
alguna manera, es capaz de restringir los procesos bioquímicos que se requieren 
para el desarrollo de los síntomas. Las plantas tolerantes a la enfermedad, 
normalmente, actúan como reservorio del inóculo patogénico. 
 
Los patógenos de  plantas 
 
Un fitopatógeno es un organismo que para completar todo o parte de su ciclo vital 
crece dentro de la planta, causándole un efecto negativo o estrés biótico. Cada 
patógeno ha desarrollado un sistema específico para invadir las plantas. Algunas 
especies penetran directamente la epidermis utilizando presión mecánica o bien, 
liberando enzimas líticas. Otros aprovechan entradas naturales (estomas, 
lenticelos, etc.) para introducirse. Por último, un tercer grupo de patógenos, 
denominados de herida, invade sólo tejidos que hayan sido previamente cortados o 
heridos (Agrios, 1988). 
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Al proceso de infección, colonización y reproducción del patógeno se le denomina 
patogénesis. Una vez dentro de la planta los patógenos emplean tres estrategias 
fundamentales de nutrición y crecimiento: biotrofía, necrotrofía o hemibiotrofía. 
Los patógenos considerados biótrofos, causantes del enmohecimiento y de las 
oxidaciones en las plantas, han desarrollado estructuras especiales de alimentación 
(haustorios) que utilizan para extraer los nutrientes de las células vegetales, 
mientras las células permanecen vivas y en la mayoría de los casos, el patógeno 
elude el reconocimiento del huésped mediante la producción de supresores de las 
respuestas defensivas. Los necrótofos, por su parte, secretan fitotoxinas o enzimas 
que matan las células vegetales en las primeras fases de la infección y se alimentan 
de los nutrientes del tejido necrosado (MacKinnon y col., 1999; Colmenares y col., 
2002a y b). 
La mayoría de los patógenos son claros biótrofos o necrótrofos. Ejemplos de 
biotrofía son las bacterias del género Pseudomonas y Xanthomonas, los hongos del 
género Peronospora y Erysiphe y todos los virus vegetales, que precisan del 
metabolismo vegetal para su reproducción. El oomiceto  Peronospora parasitica es 
tal vez el ejemplo más claro de patógeno biótrofo de Arabidopsis thaliana. Las 
infecciones compatibles comienzan con la germinación de las esporas sobre la 
superficie de la hoja, formándose un apresorio que facilitará la penetración de la 
hifa y la posterior formación del haustorio entre estas mismas células. El hongo 
crece y se extiende por toda la hoja, penetrando en las células del mesófilo y 
formando más haustorios. Durante todo este proceso la planta continúa viva (Koch, 
1990). Por otro lado, ejemplos claros de necrotrofía son las bacterias del género 
Erwinia y los hongos de los géneros Pythium, Alternaria y Botrytis, este último 
objeto de estudio en esta tesis.  
Sin embargo, muchos otros patógenos se comportan como biótrofos y 
necrótrofos, dependiendo del momento del ciclo vital o de las condiciones en las 
que se encuentren. A este tipo de patógenos se les llama hemibiótrofos. Muchos 
hongos que son comúnmente considerados necrótrofos podrían ser en realidad 
hemibiótrofos, en tanto que en las primeras fases de la infección siguen una 
estrategia biótrofa. También la bacteria Pseudomonas syringae, considerada 
generalmente como un biótrofo, ocasionalmente se comporta como un necrótrofo 
(Butt, 1998), por lo que probablemente debería ser tratada como un hemibiótrofo 
(Thaler y col., 2004). La bacteria penetra en la planta a través de heridas o de 
estomas y se multiplica en los espacios intercelulares. En las primeras fases de las 
infecciones compatibles no produce la muerte celular, pero en las últimas fases de 
la infección se producen clorosis y necrosis en la planta.  
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 Botrytis cinerea: un modelo de necrotrofía 
 
Botrytis cinerea es, con mucho, la más importante de las 22 especies de Botrytis 
sensu estricto (Hennebert, 1975). Es un importante patógeno de plantas, muy 
común en la naturaleza, con un amplio espectro de especies hospedadoras (Elad & 
Evensen, 1995; Elad y col., 1995).  
Los hongos de la familia Sclerotiniaceae fueron los primeros patógenos de plantas 
estudiados. De hecho, el género Botrytis fue establecido en 1729. En 1886 Antón 
de Bary describió la habilidad de necrosar y matar el tejido de la planta de S. 
sclerotiorum, un hongo estrechamente relacionado filogenéticamente con B. cinerea 
y  que produce la podredumbre blanca (De Bary, 1886). William Brown realizó 
experimentos similares con el hongo causante de la podredumbre gris, B. cinerea, 
en la primera mitad del siglo XX (Brown, 1965). Tuvieron que pasar décadas hasta 
poder conocer, a nivel molecular, los factores clave involucrados en el proceso de 
infección. En la figura I.1 se esquematiza el proceso de infección de B. cinerea. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las esporas, una vez sobre la hoja, deben penetrar la superficie foliar cuyas capas 
más superficiales están compuestas de cutina recubierta de cera. Para ello las 
esporas germinan y desarrollan el apresorio, que es una estructura que se 
diferencia cuando el patógeno se halla sobre la superficie del tejido vegetal, para 
formar una especie de estaca, pie o gancho penetrador, que raja la cutícula (Figura 
Figura I.1. Esquema del ciclo biológico de Botrytis cinerea. Figura I.1.a: esquema de los 
diferentes procesos fisiológicos de desarrollo que tienen lugar en la infección de plantas por B. 
cinerea. Figura I.1.b: Desarrollo de un apresorio de B. cinerea sobre la superficie de una hoja de 
tomate. (a) apresorio. (c) espora. (g) tubogerminativo. Figura adaptada de van Kan, 2006. 
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I.1b). El mecanismo de penetración del apresorio en otros hongos necrótrofos, 
como Magnaporte grisea, el causante de la  piricularia, es ejercer una presión física 
sobre el tejido hospedante. Esa presión se ejerce gracias a la elevada turgencia 
osmótica generada en el apresorio, como consecuencia de la acumulación de 
glicerol (De Jong y col., 1997). Este mecanismo probablemente no sea el utilizado 
por B. cinerea, ya que no existe un septo o membrana que separe el apresorio del 
tubo germinativo. Aunque las esporas germinadas de B. cinerea contienen melanina 
(Doss y col., 2003), no secreta tanta como para crear la suficiente presión 
osmótica, como ocurre en M. grisea. A pesar de todo, la estructura que genera B. 
cinerea sobre la superficie foliar se sigue considerando un apresorio, porque la 
penetración requiere una proteína asociada a la membrana, BcPLS1 (Gourgues y 
col., 2004), que es homóloga de una proteína esencial para la penetración en M. 
grisea (Clergeot y col., 2001). Probablemente el apresorio de B. cinerea secrete 
enzimas que degraden la pared de la superficie foliar, es decir, cutinasas y lipasas. 
La secuencia del genoma de B. cinerea parece contener, al menos, seis cutinasas y 
una docena de lipasas (Tudzynski & Siewers, 2004; Viaud y col., 2005). No se sabe 
cuál es su papel en patogénesis, pero sí se ha visto que la punta del gancho 
penetrador genera peróxido de hidrógeno (Tenberge y col., 2002). Este peróxido 
podría inhibir la actividad normal de las oxidasas de la planta que modifican la 
cutícula para reforzarla, proporcionándoles un sustrato más fácil de descomponer. 
Una vez perforada la cutícula, el gancho crece en la pared anticlinal de la célula 
epidérmica subyacente. Esta pared es rica en pectina, por lo que esta fase de 
invasión necesita la acción de pectinasas y de las pectin metil esterasas (PMEs). 
También están implicadas otras enzimas hidrolíticas de pared, como las celulasas y 
las hemicelulasas, cuyo papel se describirá con más detalle en el siguiente capítulo. 
Una vez en la planta B. cinerea posee múltiples herramientas para facilitar la 
muerte celular del tejido vegetal: 
 
? Metabolitos fitotóxicos 
? Provocación del estallido respiratorio 
? El ácido oxálico 
? La toxina selectiva de hospedador NEP1 
 
Entre los metabolitos fitotóxicos producidos por B. cinerea el mejor conocido es el 
botridial (Colmenares y col., 2002a). La deleción de uno de los genes de su ruta 
biosintética provocó una severa reducción de la virulencia en una cepa de B. 
cinerea (Siewers y col., 2005), aunque no ocurrió igual con otros dos genes, 
indicando que ciertas cepas podrían depender estrictamente del botridial, mientras 
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que otras cepas podrían producir otras toxinas, como por ejemplo el botcinolides 
(Reino y col., 2004). 
El estallido respiratorio se produce en muchas interacciones planta-patógeno 
durante la respuesta hipersensible que confiere resistencia frente a patógenos 
biótrofos (como se explica con detalle en apartados posteriores). Lógicamente, en 
el caso de un necrótrofo la muerte celular de la planta es beneficiosa (Govrin & 
Levine, 2000) y de hecho, B. cinerea inicia activamente un estallido respiratorio 
durante la penetración de la cutícula y la formación de la lesión primaria (Temberge 
y col., 2002). La infección de hojas de tomate  conlleva una acumulación masiva de 
peróxido de hidrógeno, tanto en la membrana plasmática de las células vegetales, 
como en la vaina extracelular que cubre la superficie de la hifa (Schouten y col., 
2002). Esto, además, conduce a la acumulación de radicales libres, culminando con 
la peroxidación lipídica y el agotamiento de antioxidantes (Muckenschnabel y col., 
2002). Todos estos procesos oxidativos provocan un desequilibrio masivo del 
estado redox dentro y alrededor del tejido infectado, promoviendo así el avance de 
la enfermedad. Se ha identificado una superóxido dismutasa secretada por B. 
cinerea, Bcsod1, que se expresa en el frente de avance del apresorio desde el 
momento de la penetración de la cutícula. La deleción de Bcsod1 reduce la 
virulencia en muchos hospedadores (Rolke y col., 2004). La fuente de superóxido 
aún no ha sido identificada, pero podría ser producida por la propia planta (van 
Kan, 2006). 
Por otra parte, el ácido oxálico es un ácido dicarboxílico beneficioso para hongos 
necrótrofos dada su capacidad acidificante, secuestrante e inhibidora del estallido 
respiratorio. En el primer caso, facilitaría la actividad de las enzimas degradativas 
implicadas en el proceso de infección, pectinasas, proteinasas y lacasas, que son 
activas a pH ácido (Manteau y col., 2003). En el segundo caso, porque el oxalato es 
capaz de quelar los iones calcio embebidos en la estructura de las pectinas, sobre 
todo cuando éstas están parcialmente degradadas por las pectinasas. Al secuestrar 
el calcio se abre la estructura tipo "caja de huevos" de la pectina y se facilita su 
degradación. Por último, el oxalato puede estimular  el estallido respiratorio y la 
muerte celular programada (Kim y col., 2008). Se han generado mutantes 
deficientes en oxalato de Sclerotinia sclerotiorum que son avirulentos, pero que 
revertiendo la mutación y restableciendo la producción de oxalato, vuelven a ser 
patógenos compatibles (Godoy y col., 1990). Al igual que S. sclerotiorum, B. 
cinerea es un notorio productor de ácido oxálico (Germeier y col., 1994), aunque 
todavía se están buscando los genes involucrados en su ruta de síntesis.  
Se ha aceptado, generalmente, que los patógenos biótrofos necesitan de una 
intrincada interacción con la planta hospedadora, presumiblemente como resultado 
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de una evolución conjunta (de Meaux & Mitchell-Olds, 2003). También se ha 
considerado que los hongos necrótrofos no tienen una verdadera interacción con la 
planta hospedadora, limitándose a matar las células del tejido vegetal y a  absorber 
nutrientes. Sin embargo, actualmente se considera que la infección de B. cinerea 
requiere la participación activa del hospedador, en concreto, de la activación de la 
muerte celular programada. Por otra parte, la percepción y la señalización juegan 
un papel importante en todas las fases de la infección de B. cinerea. La germinación 
de las esporas tiene lugar sobre un soporte biológico. Para que germine en un 
medio hidrofílico se necesitan nutrientes (Doehlemann y col., 2005). El proceso de 
germinación también se ve influenciado por la firmeza de la pared vegetal 
(Doehlemann y col., 2006), indicando que efectivamente B. cinerea percibe las 
propiedades físico-químicas del medio durante la germinación. También existen 
evidencias que indican que la virulencia de B. cinerea depende de la señalización 
mediada por una proteína G. El genoma de B. cinerea contiene 3 genes que 
codifican proteínas G y la deleción de uno de ellos redujo severamente su virulencia 
(Gronover, 2001).  
 
 
Los mecanismos de defensa inducibles de las plantas 
 
Para protegerse de los ataques por patógenos las plantas han desarrollado 
defensas constitutivas e inducibles. Entre las defensas constitutivas se incluyen 
tanto las barreras físicas, como la producción de metabolitos secundarios 
(fitoanticipinas) y de  proteínas antimicrobianas. Todos estos obstáculos para la 
entrada y el progreso del patógeno dentro de la planta constituyen lo que se ha 
dado en llamar resistencia inespecífica (Thordal-Christensen, 2003). Estas barreras 
pueden ser salvadas por el patógeno y así ser capaz de invadir la planta. Una vez 
se ha establecido el contacto con la misma, el patógeno produce y secreta elicitores 
que activan las defensas inducibles dirigidas, en última instancia, a la contención 
del patógeno. Entre éstas destacan la rápida muerte celular programada o 
respuesta hipersensible (HR), el reforzamiento de la pared celular (a través de la 
producción de calosa y lignina), la producción de fitoalexinas y la sínteis de 
proteínas relacionadas con la resistencia a patógenos (proteínas PR). 
Los mecanismos inducibles conllevan, pues, la percepción específica del ataque 
del patógeno y  conducen, a veces, al establecimiento en la planta de un estado de 
resistencia de amplio espectro que la protege de subsiguientes infecciones y que 
recibe el nombre de Resistencia sistémica adquirida o Sistemic adquired resistance 
(SAR). 
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El reconocimiento del patógeno  
 
Algunos mecanismos de reconocimiento conforman un modelo conceptualmente 
simple en el que un receptor de la planta interacciona directamente con una 
molécula del patógeno. Este modelo incluye la interacción entre efectores de los 
patógenos y las proteínas de resistencia (proteínas R) de la planta, pero también la 
interacción entre los denominados MAMPs ( Microbe-Associated Molecular Patterns ) 
y los receptores de MAMPs (Nurenberger & Brunner, 2002). Otros mecanismos de 
reconocimiento son indirectos. Éstos conforman el denominado modelo del 
guardián, en el que las proteínas R reconocen indirectamente los efectores 
derivados del patógeno, a través de las perturbaciones que esos efectores causan 
en la planta. En cualquier caso, la respuesta de la planta comienza por el 
reconocimiento del patógeno al iniciar la infección, a menudo, según el modelo gen 
a gen (Flor, 1971). Esto supone una habilidad crucial para la supervivencia de la 
planta y por ello se describe este modelo en primer lugar. 
 
Genes R. Modelo gen a gen 
 
Harold H. Flor describió en 1971 el primer modelo genético de resistencia vegetal a 
patógenos, según el cual la resistencia sólo se produce cuando existe un 
reconocimiento entre el producto de un gen dominante (R) de la planta y el 
producto de un gen dominante complementario denominado de avirulencia (Avr) 
que expresa el patógeno (Glazebrook, 2001). El reconocimiento de los factores Avr 
por parte del producto de los genes R provoca la inducción de una respuesta 
defensiva rápida, que normalmente va acompañada de un estallido respiratorio y 
de la respuesta hipersensible (HR), una muerte celular programada que restringe 
en última instancia la invasión (Abramovitch & Martin, 2004; Nurnberger & 
Brunner, 2002).  
Se han identificado muchos genes R, pertenecientes tanto a monocotiledóneas 
como a dicotiledóneas y se han encontrado cientos de homólogos en diversas 
especies. Todos ellos presentan estructuras conservadas y confieren resistencia a 
un amplio rango de patógenos (Ellis y col., 2000; Michelmore, 2000; Bent, 1996; 
Jones, 1996; Martin y col., 2003; Hammond-Kosack & Parker, 2003; Jones & 
Takemoto, 2004; Takken, 2000). Las proteínas que codifican los genes R se 
agrupan en 5 clases, ilustradas en la figura I.2.  
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Un carácter muy común entre las proteínas R es un motivo repetitivo rico en 
leucina (LRR). Con la secuencia consenso xxLxLxx esta región es muy variable, de 
manera que parece haber evolucionado para ser capaz de detectar variaciones en 
los factores de avirulencia de los patógenos, aunque también puede interaccionar 
con factores de la planta huésped, funcionando así como efector (Jones, 1996; Ellis 
y col., 2000; Dodds y col., 2001; Martin y col., 2003; Jones & Takemoto, 2004). La 
mayoría de proteínas R con este motivo poseen, además, un sitio de unión a 
nucleótidos (NBS) central, que podría permitir unir ATP o GTP y de esta manera, 
activar las defensas. Otros modelos conciben los NBS como regiones adaptadoras 
que favorecerían la unión del dominio de reconocimiento carboxi-terminal LRR con 
el dominio amino-terminal de los efectores (Jones, 1996; Martin y col., 2003).  
El gen Pto de tomate constituía hasta hace poco tiempo el único miembro de los 
genes R de clase I. Codifica una serín/treonín quinasa de tomate, que se asocia a la 
membrana a través de un sitio de miristoilación. Diversos estudios parecen indicar 
que la transducción de la señal patogénica podría realizarse a través de la 
autofosforilación del gen Pto o por la fosforilación de diversos activadores 
transcripcionales (Martin y col., 2003). El otro miembro de este grupo de genes R 
es PBS1 de Arabidopsis (Swiderski & Innes,2001). 
Además de estas proteínas R, que son de localización citoplasmática, se han 
encontrado otras en las que el domino LRR es extracelular y que en lugar de la 
región NBS poseen un dominio transmembrana. La mayoría de ellas poseen una 
pequeña cola citoplasmática a la cual no se le ha asignado función alguna, excepto 
Figura I.2. Clases de genes R y su estructura. Figura adaptada de Dangl & Jones, 2001. 
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en el caso del gen Xa21 de arroz, que confiere resistencia a la bacteria 
Xanthomonas orizae. Su cola citoplasmática posee función serín/treonín quinasa 
similar a la del gen Pto de tomate (Martin y col., 2003). En tomate, los genes Cf 
codifican receptores asociados a la membrana que reconocen factores de 
avirulencia de Cladosporium fulvum activando la formación de ROS (especies 
reactivas de oxígeno), cambios en los flujos iónicos, la activación de las cascadas 
de quinasas, la HR, cambios en la expresión de genes y posiblemente, la 
degradación de la proteína reconocida. Las proteínas Cf comprenden, 
predominantemente, dominios LRRs extracelulares y carecen de un dominio de 
señalización, lo que sugiere que la activación de las respuestas defensivas está 
mediada por la interacción con otras proteínas (Rivas & Thomas, 2005). 
Existen unas pocas proteínas R que no se pueden clasificar dentro de los 5 grupos 
por poseer estructuras y funciones muy divergentes (Martin y col., 2003). Algunos 
ejemplos son el gen RRS1 de Arabidopsis, que además de percibir la señal elicitora, 
podría unirse al DNA para conferir directamente el fenotipo de resistencia 
(Deslandes y col., 2002) y los genes Ve1 y Ve2 de tomate, para los que se especula 
con que, tras el reconocimiento del factor de virulencia, la proteína R se localiza 
citoplasmáticamente, donde es rápidamente degradada (Kawchuk y col., 2001). 
Algunos de los homólogos de los genes R están implicados en funciones de 
desarrollo, como el gen SIRK (senescence-induced receptor-like kinase) o el gen 
SARK (senescence-associated receptor-like kinase) que están implicados en la 
percepción y en la transducción de la señal que conduce a la senescencia en la 
planta (Hajouj y col., 2000; Robatzek & Somssich, 2002; Yoshida, 2003). Se ha 
sugerido que en algunas ocasiones la resistencia gen a gen puede ser ejecutada por 
proteínas similares a las R, que serían las encargadas de captar moléculas 
indispensables para el desarrollo del patógeno (Nürnberger & Brunner, 2002; Asai y 
col., 2002; Hammonk-Kosack & Parker, 2003). 
Casi ninguno de los genes R muestra una regulación transcripcional notable, como 
consecuencia de la infección patogénica. Probablemente ello sea debido a que en 
realidad codifican receptores constitutivos que son los que regulan la expresión de 
otros genes (Wan y col., 2002). No obstante, existen indicios de que la regulación 
de la expresión de los genes R puede ser más prominente a nivel post-
transcripcional (Austin y col., 2002; Azevedo y col., 2002; Nishimura & Somerville, 
2002). 
En cuanto a los genes de avirulencia, se han aislado muchos genes avr, 
principalmente a partir de cepas de las bacterias del género Pseudomonas y 
Xanthomonas (White y col., 2000; Martin y col., 2003). Todavía no se conoce 
mucho sobre los factores de avirulencia fúngicos y víricos (Ellis y col., 2000; Feys & 
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Parker, 2000; Wan y col., 2000). Numerosas evidencias indican que algunos 
factores de avirulencia podrían ser también efectores de virulencia (Martín y col, 
2003). En el caso de las bacterias fitopatógenas muchos de los genes de avirulencia 
codifican efectores del tipo III y contribuyen a la virulencia en plantas 
hospedadoras que carecen del gen R complementario. Los genes R habrían 
evolucionado para reconocer estos factores de virulencia, con el fin de contener el 
desarrollo del patógeno (Hammond-kosack & Parker, 2003; Jones & takemoto 
2004). 
Sólo se ha podido demostrar la interacción directa entre las proteínas R y Avr 
para tres parejas R-Avr. Una de ellas es la proteín quinasa de tomate (Pto) que 
reconoce la proteína efectora AvrPto de la bacteria biótrofa P. syringae pv. Tomato,  
tanto in vitro (Tang y col., 1996; Scofield y col., 1996; Kim y col., 2002) como in 
vivo (Shan y col., 2000; Chang y col., 2001). Así, las plantas portadoras de 
mutaciones en estas proteínas, que impiden su interacción física, son incapaces de 
activar la respuesta defensiva. 
Diversos estudios han revelado que, en algunas ocasiones, las proteínas R forman 
parte de complejos multiproteicos en ausencia de patógenos. Se especula que el 
ensamblaje de estos complejos ha de ser regulado por chaperonas (Muskett & 
Parker, 2003). Asímismo, se han detectado complejos in vivo que contienen una 
proteína R, una Avr y otra proteína adicional de la planta, indicando de nuevo que 
el sistema de reconocimiento es mucho más complejo de lo que se preveía en un 
principio (Leister & katagiri, 2000; Martin y col., 2003).  
 
Hipótesis del guardián  
 
Este modelo propone que las proteínas R no se unirían directamente al producto del 
gen de avirulencia, sino que detectarían las alteraciones causadas por él en las 
proteínas de la planta huésped (Van der Biezen & Jones, 1998). Por tanto, la 
función de las proteínas R sería hacer de centinelas de otras proteínas diana, a las 
cuales se unirían los factores de avirulencia, tal como se propone en los modelos 
utilizados en mamíferos (Jones & Dangl, 2006). Esto explicaría cómo es posible que 
las plantas reconozcan miles de patógenos diferentes utilizando tan solo unos 
cientos de genes R. El ejemplo mejor caracterizado que apoya esta hipótesis es la 
interacción Arabidopsis thaliana-Pseudomonas syringae. RPS2 y RPS5 son proteínas 
R que reconocen indirectamente los efectores AvrRpt2 y HopAR1. Éstos tienen 
como diana componentes importantes de la señalización defensiva, como son RIN4 
y PBS1, cuya degradación promueve la virulencia del patógeno. RPS2 y RPS5 no 
interaccionan físicamente con los efectores bacterianos, sino que monitorizan la 
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integridad de RIN4 y PBS1. En el momento en que detectan su degradación, 
activan una respuesta defensiva que detiene el avance del patógeno (Mackey y col., 
2003; Shao y col., 2003; Axtell & Staskawicz, 2003; Day y col., 2005; Ade y col., 
2007). Por otra parte, la resistencia observada en las plantas de tomate que 
expresan el gen Cf-2 frente a la cepa de Cladosporium fulvum, portadora del gen 
avr2, requiere la presencia de la proteasa Rcr3, de localización extracelular. Se 
especula con que Rcr3 está encargada del procesamiento de Avr-2, Cf-2 u otras 
proteínas vegetales, antes de que se produzca el reconocimiento (Kruger y col., 
2002a). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Science 308, Abril 2005 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Otro ejemplo lo constituye la proteín quinasa Pto de tomate que, para poder 
activar las respuestas defensivas derivadas del reconocimiento del factor de 
avirulencia AvrPto, necesita la presencia de la proteína Prf que contiene dominios 
NBS y LRR, semejantes a los de algunos productos de los genes R (Oldroyd & 
Staskawicz, 1998). 
 
 
 
 
Figura I.3. Modelo de recocimiento de factores de avirulenca del patógeno en Arabidopsis 
(arriba) y en tomate (abajo). Figura de Schulze-Lefert & Bieri (2005) 
 12
MAMPs 
 
En la actualidad se considera que existen dos sistemas fundamentales de 
reconocimiento del patógeno. Por una parte, el sistema que se acaba de describir, 
basado en el reconocimiento de efectores patogénicos utilizando proteínas R y por 
otro lado, un sistema que utilizaría receptores con dominios transmembrana, que 
reconocerían una serie de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), lo 
que desencadenaría la respuesta defensiva. Dado que las moléculas que pueden 
actuar como PAMPs pueden encontrarse también en microorganismos no 
patógenos, recientemente se ha introducido el término MAMPs (Microbe-Associated 
Molecular Patterns o patrones moleculares asociados a microbios) (Mackey & 
McFall, 2006). Estos MAMPs son reconocidos por los denominados PRRs (pattern 
recognition receptors), cuya activación dispara la respuesta defensiva, tanto en el 
caso de la resistencia de tipo gen a gen, como en la resistencia basal (Jones & 
Dangl, 2006). La naturaleza de estos MAMPs es muy diversa, siendo habitualmente 
moléculas esenciales para la vida del microbio, aunque no jueguen necesariamente 
un papel en su patogenicidad. Algunos ejemplos de MAMPs son componentes 
estructurales de la pared celular y de la membrana de algunos hongos, como el 
ergosterol, la quitina y los β-glucanos. También lo son los lipopolisacáridos de las 
membranas celulares de las bacterias Gram-negativas (LPS), o la flagelina de los 
órganos de motilidad de las bacterias (Zipfel & Felix, 2005). En muchas ocasiones 
la zona de los MAMPs que reconocen los PRRs coincide con la zona más conservada 
de la proteína, como en el caso del fragmento de 22 aminoácidos de la flagelina, 
fls22 (Felix y col., 1999). Las modificaciones post-traduccionales también son 
importantes. La glicosilación de la flagelina es importante para su reconocimiento 
en tomate y en tabaco (Taguchi y col., 2003; Takeuchi y col., 2003). Las diferentes 
familias de plantas han desarrollado sistemas de reconocimiento para distintas 
moléculas de un mismo microbio. Este es el caso del factor de elongación EF-Tu o 
de las proteínas de choque por frío CSP. Ambos tipos de proteínas son abundantes 
en bacterias, pero la percepción de EF-Tu está restringida a brasicáceas, mientras 
que las CSPs son reconocidas por las solanáceas (Felix & Boller, 2003; Kunze y col., 
2004). 
Las respuestas que desencadena el reconocimiento mediado por MAMPs son muy 
rápidas e incluyen la activación de flujos iónicos a través de la membrana 
plasmática, la generación de ROS, NO y etileno, así como la deposición de calosa y 
de compuestos antimicrobianos (Zipfel & Felix, 2005). La señalización mediada por 
MAMPs utiliza, al menos, dos cascadas de MAP quinasas diferentes (Shen y col., 
2007; Suarez-Rodriguez y col., 2007). Existen evidencias de que los MAMPs 
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producen cambios en la transcripción de grupos de genes con un grado de 
solapamiento muy elevado, probablemente utilizando señalizaciones convergentes 
(Desaki y col., 2006). Además, los MAMPs inducen genes importantes, tanto para la 
defensa no-huésped, como para la defensa basal, por lo que su reconocimiento 
parece un mecanismo muy importante para la defensa preventiva, así  como para 
la defensa una vez que el patógeno ha invadido la planta (Zipfel y col., 2004; Lipka 
y col., 2005).  
Recientemente se ha propuesto una nueva terminología que englobaría a todas 
las moléculas que permiten el reconocimiento del patógeno y que desencadenan la 
respuesta de la planta (Figura I.4., Mackey & McFall, 2006). Los autores acuñan el 
término MIMPs (microbe-induced molecular patterns) para las moléculas que son 
liberadas como consecuencia de la actividad de algun efector del patógeno y 
activan la respuesta defensiva en la planta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Por tanto, el mecanismo de reconocimiento de las MIMPs se ajustaría a la 
hipótesis del guardián. Poniendo de nuevo como ejemplo la interacción entre el gen 
de resistencia Cf-2 de tomate y el gen de avirulencia avr2 de C. fulvum, que  
requiere la presencia de la proteasa Rcr3, Avr2 se une e inhibe la actividad 
proteasa de RCr3, independientemente de Cf-2 (Rooney y col., 2005). En este caso 
existirían varias alternativas. Una sería que Avr2 contuviese una MAMP, 
funcionando Rcr3 de co-receptor para CF-2. Otra alternativa sería que Avr2 se 
uniese a Rcr3 provocándole un cambio de conformación, lo que haría que 
funcionase como una MIMP que reconocería Cf-2. Necrotic (Ne) es un alelo de RCr3 
de tomate que produce muerte celular dependiente de Cf-2 en ausencia de Avr2 
(Kruger y col., 2002a). Este resultado apoyaría la hipótesis del guardían y que Cf-2 
reconocería una MIMP generada por Avr2, en vez de una MAMP en Avr2.  
Figura I.4. Modelos esquematizados de reconocimiento de patógenos. Figura adaptada 
de Mackey & McFall, 2006. 
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Asímismo, los autores proponen que tanto los receptores de MAMPs como los 
receptores de MIMPs sean considerados subclases de proteínas R, puesto que no 
son diferentes en lo que respecta a su estructura proteica ni a las respuestas que 
inducen. En la figura I.5 se ilustran tres clases principales de proteínas R. De cada 
clase hay varios efectores que contienen y/o actuarían como MAMPs y sus 
receptores R correspondientes. También hay ejemplos de efectores que generarían 
MIMPs, la molécula MIMP generada y el receptor R de la planta que lo reconoce 
(figura I.5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Teoría del zigzag  
 
La visión actual de la respuesta inmune de las plantas puede resumirse en cuatro 
fases, según el llamado modelo del zigzag (Figura I.6., Jones & Dangl, 2006). En la 
fase 1, los MAMPs son reconocidos por los PRRs, activándose la respuesta defensiva 
que impide la colonización del patógeno. Los patógenos que logran superar con 
éxito esta fase, despliegan efectores que contribuyen a la virulencia, interfiriendo 
con la resistencia mediada por el reconocimiento de los MAMPs (fase 2). En la fase 
3 los efectores son reconocidos específicamente por las proteínas R, lo que 
desencadena la resistencia, generalmente a través de una respuesta hipersensible 
(HR), en el sito de infección. Ese reconocimiento puede ser directo o indirecto 
(hipótesis del guardian). En la fase 4, gracias a la selección natural, los patógenos 
evolucionan y son capaces de suprimir este reconocimiento específico, bien a través 
de la eliminación del efector, o de su modificación, bien utilizando nuevos efectores 
capaces de interferir en el reconocimiento y/o posterior señalización defensiva 
(Figura I.6, en color azul). Esa selección también hace que aparezcan nuevas 
proteínas R, con nuevas especificidades, que activen de nuevo la respuesta 
defensiva (Jones & Dangl, 2006)  
 
Figura I.5. Relación entre proteinas R y las MAMPs/MIMPs. Figura adaptada de Mackey & 
McFall, 2006. 
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 Respuestas tempranas tras el reconocimiento del patógeno 
 
Después de reconocer al patógeno se producen una serie de cambios en las 
células vegetales que incluyen: flujos de calcio, alcalinización del espacio 
extracelular, activación de protein-quinasas, reprogramación transcripcional y la 
síntesis rápida y transitoria de una serie de moléculas, como las especies reactivas 
de oxígeno (ROS o ROI) y de nitrógeno (NO) (Kotchoni & Gachomo, 2006; 
Veronese y col., 2006). La rapidez e intensidad de la activación de esa cascada de 
reacciones es lo que marca el éxito de la resistencia. Muchos de los procesos que 
ocurren durante la respuesta gen a gen también tienen lugar en interacciones 
compatibles, pero con menor velocidad y reducida amplitud (Lamb & Dixon, 1992; 
Tao y col., 2003). Esta respuesta es denominada resistencia basal. Diferentes 
estudios han revelado que estos cambios son similares, independientemente del 
patógeno o efector utilizado (Felix y col., 1999; Jabs y col., 1997; Piedras y col., 
1998).  
 
El estallido respiratorio 
 
Las ROS son producidas en el metabolismo normal de las células vegetales, 
principalmente en el cloroplasto durante la fotosíntesis (Asada, 1999; Mitler, 2002). 
Los niveles de ROS son finamente regulados por sistemas de detoxificación 
Figura I.6. Esquema ilustrativo del modelo de Zig-Zag. Figura adaptada de Jones & Dangl, 
2006. PTI: Inmunidad inducida por PAMPs o MAMPs. ETS: Susceptibilidad inducida por efectores. 
ETI: Inmunidad inducida por efectores mediada por genes R. 
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enzimáticos o mediante la formación de complejos con vitaminas antioxidantes, 
proteínas o tioles (Kovtun y col., 2000; Scandalios, 1997). Son utilizadas como 
segundos mensajeros en las cascadas de transducción de la señal defensiva, así 
como en la activación de las proteín quinasas activadas por mitógeno (MAPKs) para 
responder a varios estreses (Conrath y col., 2002; Kotchoni & Gachomo, 2006). Por 
otra parte, elevados niveles intracelulares de ROS pueden causar grandes daños y 
la muerte de la célula. De hecho, se ha demostrado que la rápida generación de 
peróxido de hidrógeno es uno de los primeros eventos observables en los procesos 
de penetración de muchos patógenos (Mellersh y col., 2002). Además, se ha 
detectado acumulación de ROS extracelular durante diferentes interacciones planta-
patógeno (ThordalChristensen y col., 1997) y se ha demostrado un efecto 
antimicrobiano sobre varios patógenos (Bestwick y col., 1997; Kotchoni & 
Gachomo, 2006). 
 
Las cascadas de fosforilación 
 
Cada vez se considera más importante el papel de las MAPKs en la respuesta 
defensiva de las plantas y en la resistencia mediada por proteínas R o por MAMPs, 
dado que la percepción de diversos patógenos inicia una serie de señalizaciones que 
convergen en la activación de cascadas conservadas de MAPKs (Asai y col., 2002; 
Nakagami y col., 2005). Tras el reconocimiento del patógeno, generalmente, se 
produce un estallido respiratorio y la activación de estas rutas de MAPKs. Las 
MAPKs activadas (fosforiladas), son generalmente transportadas al núcleo, donde 
activan componentes de la señalización, como factores de transcripción que regulan 
la expresión de los genes de respuesta (Khokhlatchev y col., 1998). Se han descrito 
numerosos efectores capaces de desencadenar una respuesta defensiva 
dependiente de la activación de cascadas de MAP quinasas. En Arabidopsis se ha 
comprobado que bacterias, hongos y diferentes elicitores, inducen específicamente 
la actividad de AtMPK6, pero no la de AtMPK3 (Nuhse y col., 2000). Sin embargo, 
ambas forman parte de una cascada de señalización recientemente diseccionada, 
que es activada por el elicitor fls22 y que induce respuestas generales de defensa, 
pero no HR (Asai y col., 2002; Gomez-Gomez & Boller, 2000). La unión de la 
flagelina bacteriana al receptor FLS22 induce la activación de MAPKs, que a su vez 
activan factores de transcripción de la familia WRKY, estableciendo un vínculo 
directo entre los receptores de membrana y la señalización mediada por MAPKs 
(Asai y col., 2002). AtMPK4 también funciona como un regulador de la respuesta 
defensiva. Recientemente se ha identificado un sustrato de esta quinasa, MKS1, 
cuya sobreexpresión es suficiente para inducir genes de defensa regulados por 
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WRK25 y WRK33, haciendo a las plantas más resistentes (Ekengren y col., 2003). 
En tabaco la expresión transitoria de formas activas de las quinasas SIPK y las 
quinasasquinasas SIPK o NtMEK2, da lugar a la aparición de algunas respuestas 
como la HR o la inducción de genes relacionados con la defensa (Kim y col., 2003; 
Zang & Liu, 2001). Inversamente, la reducción de su expresión conlleva una 
atenuación de la resistencia al virus del mosaico del tabaco (TMV) (Jin y col., 2003; 
Sharma y col., 2003). En tomate se ha demostrado  la activación transitoria de las 
quinasas NTF6 y WIPK en respuesta al reconocimiento de avrPtoB durante la 
infección por P. syringae. Además, la resistencia a esta bacteria se ve 
comprometida al silenciar las MAP-quinasaquinasas MEK1 y MEK2, indicando que 
todas ellas son reguladores clave en dicha interacción (Kovtun y col., 2000; 
Ekengren y col., 2003).  
 
La respuesta hipersensible (HR) 
 
Como se ha mencionado antes, hay dos respuestas defensivas que se consideran 
típicas de la resistencia gen a gen: el estallido respiratorio, ya comentado y la 
respuesta hipersensible (HR), que es un tipo de muerte celular programada, cuyo 
objetivo, probablemente, sea actuar contra los patógenos biótrofos, limitándoles el 
agua y los nutrientes. La HR también se produce en interacciones compatibles con 
necrótrofos, como es el caso de B. cinerea, que de hecho se aprovecha de esta 
respuesta para ampliar la zona de necrosis y continuar con el avance de la infección 
(Govrin & Levine, 2000). En realidad, no se sabe aún si la aparición de la HR está 
causada por el avance del patógeno o si es consecuencia de la acción de sustancias 
producidas por la propia planta para obstaculizar el avance del mismo. Además, 
existen casos de resistencia gen a gen que no implican HR, como es el caso de la 
resistencia de la cebada a Erisiphe graminis sp hordei, mediada por el gen R Mlo 
(Freialdenhoven y col., 1996; Knogge, 1996) o de la resistencia al virus X de la 
patata mediada por el gen Rx (Köhm y col., 1993).  
 
La transducción de la respuesta  mediante señalización hormonal  
 
En la respuesta defensiva están involucradas varias fitohormonas que regulan 
distintas rutas de señalización. Estas hormonas tienen funciones clave en varios 
aspectos de la defensa de la planta, incluyendo la respuesta a estreses abióticos, 
como herida u ozono y la respuesta a insectos herbívoros y a microorganismos 
patógenos. Existen dos rutas principales de señalización bien caracterizadas. Una 
ruta es dependiente del ácido salicílico (SA) y la otra es dependiente del ácido 
jasmónico (JA) y del etileno (ET). Estas rutas no funcionan completamente 
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independientes, sino que interaccionan en varios puntos, funcionando como una 
compleja red de señalización en la que, recientemente, se han visto implicadas 
otras fitohormonas como el ácido abscísico (ABA). En la figura I.7 se muestra un 
esquema clásico de las rutas de señalización hormonales de las plantas y las 
interrelaciones entre ellas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ruta del ácido salicílico 
 
El SA es un compuesto fenólico simple que constituye una fitohormona muy común 
en las plantas y que  interviene en multitud de procesos biológicos, como el 
crecimiento o la floración  (Dempsey  y col., 1999; Shah y col., 1999) además de 
jugar un papel crucial y muy extentido en las respuestas defensivas (Dempsey  y 
col., 1999; Shah y col., 1999; Delaney y col., 1994). Tanto cuando se produce la 
HR, como tras el ataque de ciertos patógenos, se induce la activación de la ruta del 
salicílico (SA). Los niveles endógenos de SA aumentan en el tejido infectado y las 
aplicaciones exógenas de esta molécula incrementan la resistencia a muchos 
patógenos (Lawton y col., 1995). El ácido salicílico se acumula activando varios 
genes que son presuntamente efectores de la defensa, incluyendo PR1. Muchos de 
estos genes PR son utilizados como marcadores de esta ruta de señalización.  
Además, el SA es necesario para la rápida activación de las defensas mediadas por 
diferentes genes R, para la inducción de las defensas locales que contienen el 
avance de las infecciones por patógenos virulentos y para el establecimiento de la 
llamada resistencia sistémica adquirida (SAR), que se describirá más adelante. 
Los mutantes que presentan deficiencias en los niveles de síntesis de SA o en la 
percepción de esta molécula señalizadora tras una interacción patogénica, 
presentan susceptiblidad a diferentes tipos de patógenos. A continuación se 
Figura I.7. Rutas de resistencia principales de las plantas y sus interacciones. Figura 
adaptada de Kunkel & Brooks, 2002. 
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describen algunos ejemplos de estos mutantes, para ilustrar el funcionamiento de 
la ruta de síntesis y señalización del SA. 
Los genes PAD4 y EDS1 son necesarios para la activación de la ruta frente a 
algunos estímulos (Falk y col., 1999; Zhou y col., 1998). Codifican proteínas con 
similitud a triacilglicerol lipasas y se cree que pueden estar implicados en la síntesis 
o en la degradación de alguna molécula señalizadora. 
En cuanto a la síntesis de SA, SID2 codifica la isocorismato sintasa (ICS) y los 
mutantes de Arabidopsis sid2 muestran una dramática reducción del ácido salicílico. 
De esto se deduce que, al menos en Arabidopsis, la mayor parte del SA se produce 
a partir del ácido isocorismático (Wildermuth y col., 2001) y no de la fenilalanina, a 
través de la enzima PAL (fenilalanina amonioliasa) (Verberne y col., 1999) como se 
había descrito en un principio (Yalpani y col., 1993; Coquoz y col., 1998; Leon y 
col., 1995; Mauch-Mani & Slusarenko, 1996; Ribnicky y col., 1998). A esta última 
ruta se debe problamente la pequeña cantidad de salicílico que queda en los 
mutantes sid2 (Wildermuth y col., 2001). EDS5  también es necesario para la 
producción del SA en respuesta al ataque de un patógeno (Nawrath y col., 1999). 
Codifica un transportador de intermediarios fenólicos de la ruta de biosíntesis del 
SA (Nawrath y col., 2002) y de hecho, la mutación eds5 produce un efecto muy 
similar a la mutación sid2  (Glazebrook y col., 2003). 
En la mayoría de los casos se precisa en el núcleo la proteína NPR1 funcional para 
que se produzca la inducción de las proteínas de defensa clásicas (PR1, PR2, PR5, 
etc, descritas en subsiguientes apartados). Así, las plantas que contienen 
mutaciones en el gen NPR1 (non-expresor of PR1; Cao y col., 1994) también 
denominado NIM1 (non-inducible inmunity 1; Delaney y col., 1995) o SAI1 (salicilic 
acid insensitive 1; Shah y col., 1997), que actúa posteriormente a la acumulación 
de SA, presentan una elevada susceptibilidad a diversos patógenos (Glazebrook y 
col., 1996; Reuber y col., 1998; Feys & Parker, 2000). El gen NPR1 se expresa en 
toda la planta a bajos niveles, que se incrementan 2 ó 3 veces como consecuencia 
de una infección o tras el tratamiento con SA (Cao y col., 1997). La expresión de 
NPR1 parece venir mediada por factores de transcipción WRKY, ya que mutaciones 
en los sitios de unión de estos elementos en el promotor de NPR1 reprimen su 
expresión (Yu y col., 2001a; Durrant & Dong, 2004; Dong, 2004).  Cuando los 
niveles de SA son bajos, NPR1 existe en forma oligomérica en el citoplasma. 
Cuando suben los niveles de SA los oligómeros se disocian en monómeros, debido a 
la reducción de los puentes disulfuro que los unen. Los monómeros entran entonces 
en el núcleo e interaccionan con factores de transcripción  tipo TGA (Despres y col., 
2003; Fan & Dong, 2002; Jonhson y col., 2003; Kinkema y col., 2000; Mou y col., 
2003; Zhang y col., 1999). Los factores TGA actúan sobre la transcripción mediante 
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su unión a la secuencia activadora-1 (as-1, activating secuence factor 1) El gen PR1 
contiene dos elementos del tipo as-1 (Despres y col., 2000). No obstante, aunque 
los factores TGA y NPR1 se expresan constitutivamente, la interacción in vivo 
requiere la inducción por SA (Heil & Badwin 2002). Se han encontrado homólogos 
de NPR1 en arroz, tabaco, tomate, manzana y cítricos, lo cual parece indicar que la 
función de NPR1 está muy conservada (Chern y col., 2001; Liu y col., 2002; 
Durrant & Dong, 2004). 
El mutante recesivo de Arabidopsis sni1 (suppressor of npr1-1 inducible 1) 
restablece la expresión de PRs mediadas por SA y la resistencia a patógenos en el 
fondo genético npr1 (Li y col., 1999). SNI1 parece actuar como regulador negativo 
de la expresión de PRs y de SAR, actuando después de NPR1. SNI1 codifica una 
proteína que parece estar muy conservada, pues se han encontrado homólogos en 
numerosas especies vegetales. Su acción sobre los genes PR podría venir mediada 
por su unión a factores WRKY  (Lebel y col, 1998; Eulgem y col., 1999; Yang y col., 
1999).  
Por otra parte, hay  evidencias que ponen de manifiesto que algunas PRs pueden 
activar las respuestas defensivas sin mediar NPR1 (Uquillas y col., 2004; Shirano y 
col., 2002; Zhang y col., 2003). Asímismo, existen pruebas de que  el SA está 
implicado en la activación de PRs dependiente de sacarosa, pero independiente de 
NPR1 (Thibaud y col., 2004).  Los factores de transcripción de la familia Whirly 
(Why) parecen buenos candidatos como mediadores en la expresión de PRs 
independiente de NPR1 (Desveaux y col., 2004). A pesar de que algunos 
promotores de los genes de respuesta temprana a SA contienen elementos as-1 
funcionales, en un estudio realizado por Uquillas y colaboradores (2004) se 
demostró que la activación de estos genes se realiza de forma independiente de 
NPR1, sugiriendo que la regulación de las respuestas tempranas y tardías al SA se 
producen por diferentes mecanismos.  
Por otra parte, el SA exógeno promueve dos fases de expresión génica. En la 
primera, que ocurre entre 2 y 3 horas después del tratamiento, se expresan 
enzimas detoxificantes (Glutation S-transferasas, glucosiltransferasas, ect) que 
ayudan a proteger las células del estrés oxidativo (Uquillas y col., 2004).  En la 
segunda, se produce la activación de genes PR dependiente de NPR1 y ocurre entre 
12 y 16 horas después de la aplicación de SA (Horvath & Chua 1996).  La primera 
fase generaría un ambiente reductor en la célula, que promueve la escisión de los 
oligómeros de NPR1 y la entrada de los monómeros en el núcleo (Mou y col., 
2003). 
La ruta del SA incluye muchos bucles de retroalimentación, cuya función sería la 
de amplificar las señales defensivas; La muerte celular promueve la producción de 
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salicílico y viceversa. Se han encontrado algunas proteínas que se unen al ácido 
salicílico de forma específica y que presentan actividad catalasa, denomidadas SA 
binding proteins o SABP (Chen y col., 1993), la ascorbato peroxidasa (APX) (Durner 
& Klessig, 1995) y la anhidrasa carbónica (SABP3) (Slaymaker y col., 2002). Se 
especula con que el SA inhibe la actividad de estas enzimas antioxidantes, 
provocando así un incremento del peróxido de hidrógeno en el interior de la célula 
(Durrant & Dong, 2004). De hecho,  muchos mutantes que presentan altos niveles 
de SA y la expresión constitutiva de genes de defensa, además de resistencia a 
enfermedades, también presentan fenotipos denominados "lesion mimic". Es decir, 
desarrollan muerte celular espontánea en ausencia de ataque patogénico. PAD4 y 
EDS1 parecen funcionar en un bucle de retroalimentación positivo que amplifica, no 
sólo su propia expresión, sino también la producción de SA tras la infección, que a 
su vez induce la expresión de estos genes (Falk y col., 1999; Jirage y col., 1999; 
Feys y col., 2001). En plantas mutantes de Arabidopsis npr1, los niveles de SA tras 
una infección son más altos que en las plantas silvestrés, sugiriendo que NPR1 
funciona regulando los niveles de SA y responde a altos niveles del mismo (Shah y 
col., 1997).  
 La infección de plantas de tomate y de ortiga con el viroide citrus exocortis viroid 
(CEVd) y con el virus del mosaico del tabaco (TMV) resulta en una interacción 
compatible, no necrotizante, en la que no sólo se acumula el SA, sino también el 
ácido gentísico (ácido 2,5-dihidroxibenzoico), un derivado metabólico inmediato del 
SA (Conejero y col., 1990, Bellés y col., 1999). El ácido gentísico está asociado con 
interacciones compatibles en las que no se produce HR (Bellés y col., 1999; Bellés y 
col., 2006). Los autores proponen que la ausencia de acumulación de ácido 
gentísico en las interacciones necrotizantes, tales como tomate-P.syringae, podría 
implicar una inhibición de la conversión de SA en ácido gentísico. Además, se ha 
observado que a pesar de que el SA y el ácido gentísico estan relacionados 
biosintéticamente, cada uno induce diferentes proteínas de defensa, lo que refuerza 
la idea de que las dos señales pueden actuar de manera complementaria (Bellés y 
col., 2006). El ácido gentísico, además de inducir proteínas de defensa, tiene 
actividad antimicrobiana in vitro (Lattanzio y col., 1994) 
 
 
Ruta del ácido jasmónico 
 
El ácido jasmónico (JA) es un producto de la ruta de las oxilipinas que está 
implicado en varios aspectos de la biología de las plantas. Es importante en la 
fertilidad (desarrollo del polen y semillas), así como en la respuesta a herida y al 
ataque de insectos (Creelman & Mullet, 1997; Ecker, 1995; Li y col., 2001; 
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Reymond & Farmer, 1998). La señalización dependiente de JA también se produce 
a través de un incremento de su síntesis en respuesta al ataque del patógeno y la 
consecuente expresión de una serie de efectores de defensa.  
Mutantes de Arabidopsis thaliana afectados en la producción de JA, como el triple 
mutante fatty acid desaturase (fad3/fad7/fad89) o en su percepción, como  
Jasmonic acid resistant 1 (jar1) y coronatine insensitive (coi1), exhiben una 
marcada susceptibilidad a patógenos necrótrofos, como los hongos Alternaria 
brassicicola, Botrytis cinerea, Plectosphaerella cucumerina o Phytium sp. y a 
bacterias, como Erwinia carotovora (Feys y col., 1994; Gibson y col., 1994; 
Penninckx y col., 1996; Staswick y col., 1992; Xie y col., 1998). Esta mayor 
susceptibilidad coincide con una disminución en los niveles de expresión de algunos 
genes inducibles por JA, tales como la "plant defensin 1.2" (PDF1.2), "thionin 2.1" 
(THI2.1), "hevein-like protein" (HEL), "vegetative storage protein" (VSP) o  
chitinase B (CHIB).  
JAR1 codifica una JA-amino sintasa que puede formar conjugados entre el JA y 
muchos aminoácidos, incluyendo la isoleucina (Staswick & Tiryaki, 2004; Staswick y 
col., 2002). El conjugado con isoleucina (JA-Ile) podría ser la forma activa del 
jasmónico para muchas señalizaciones, incluyendo la defensiva (Staswick & Tiryaki, 
2004). Todas las funciones del JA conocidas en Arabidopsis requieren la función de 
COI1, que codifica una proteína que se cree que participa en la ubiquitination de 
proteínas para su eliminación (Xie y col., 1998). Recientemente se ha demostrado 
que el JA-Ile induce la degradación mediada por COI1 de varios miembros de la 
familia de represores transcripcionales JAZ (jasmonate ZIM-domain), que tendrían 
como diana genes de respuesta a JA, como MYC2 (Chini y col., 2007; Thines y col., 
2007). MYC2/JIN1 codifica un factor de transcripción cuya expresión es 
rápidamente inducida por JA, siendo dependiente de COI1. El análisis por pérdida y 
ganancia de función ha demostrado que MYC2 es un regulador transcripcional de la 
señalización mediada por JA, reprimiendo la respuesta defensiva frente a patógenos 
necrótrofos (regulando la expresión de PDF1.2). Por otro lado, activa las respuestas 
a estrés oxidativo, a la herida o al ataque de insectos, en las que además está 
involucrado el etileno (Chini y col., 2007; Dombrecht y col., 2007; Lorenzo y col., 
2004; McGrath y col., 2005). 
Algunas respuestas a JA requieren, además, la MAP quinasa MPK4, dado que los 
mutantes de Arabidopsis mpk4 no expresan PDF1.2 ni THI2.1, en respuesta al 
tratamiento con JA (Petersen y col., 2000). También se ha observado la implicación 
de la serín/treonín quinasa BIK1 en la resistencia a necrótrofos mediada por JA. 
Este gen es inducido tanto por JA, como tras la infección por B. cinerea y su 
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inactivación causa una atenuación de la inducción de PDF1.2, que lleva consigo un 
incremento de la susceptibilidad al hongo (Veronese y col., 2006). 
Se ha comprobado que los señalizadores derivados de los ácidos grasos también 
afectan a la expresión de PDF1.2. El mutante ssi2, que es deficiente en una 
"stearoyl-acyl carrier protein desaturase" y presenta niveles reducidos de ácido 
oleico, tiene comprometida la expresión de PDF1.2. Sin embargo, no tiene afectada 
la producción de JA en respuesta a la infección, ni tampoco el fenotipo típico de 
acortamiento de la raiz, producido por JA. Estos resultados sugieren que ssi2 debe 
afectar a otra señal que actúa en conjunción con el JA (Kachroo y col., 2003). 
 
 Ruta del etileno 
 
La síntesis de etileno (ET) en las plantas y la señalización dependiente de él 
ocurren a través de una ruta bien conservada que produce, en último término, una 
cascada de factores de transcripción que regulan diferencialmente las respuestas 
mediadas por etileno, incluyendo los mecanismos de defensa contra patógenos 
(Figura I.8., Broekaert y col., 2006).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El etileno se sintetiza a partir de la metionina, que es convertida a S-adenosil-
metionina por la S-AdoMet sintasa (ADS). La S-adenosil-metionina es el mayor 
donante de grupos metilo en plantas y está implicada en reacciones de metilación, 
Figura I.8. Esquema de la ruta de biosíntesis de etileno. Figura adaptada de Broekaert y 
colaboradores, 2006. 
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tanto de lípidos, como de proteínas y de ácidos nucleicos (Kende, 1993; Fontecave 
y col., 2004). La S-adenosil-metionina es convertida en 5´-metiltioadenosina por la 
enzima ACC sintasa (ACS) y a través del ciclo de Yang,  vuelve a producir 
metionina y ácido 1-aminociclopropano (ACC), un ácido carboxílico precursor del 
etileno. El ACC es oxidado por la ACC oxidasa (ACO) dando lugar a etileno, cianuro 
y dióxido de carbono. La conversión llevada a cabo por la ACS se considera la etapa 
limitante del proceso de síntesis. 
 
Las ACSs son codificadas por familias multigénicas (Bleecker & Kende, 2000). El 
gen AtACS2 es inducido por P. syringae, B. cinerea y A. brassicicola, mientras que 
AtACS5 y AtACS11 tienden a ser reprimidos tras la inoculación con P. syringae 
(Zimmermann y col., 2004). Además de la regulación transcripcional, la regulación 
postranscripcional parece ser clave en la producción de etileno. Probablemente el 
último paso para dirigir la ACS hacia su degradación sea su fosforilación. Por 
ejemplo, la ACS de tomate LeACS2 es fosforilada por una quinasa dependiente de 
calcio (CDPK) presente en extractos de frutos de tomate heridos (Tatsuki & Mori, 
2001). Recientemente otro estudio en Arabidopsis reveló que la activación de la 
ruta de la MAPK6 fosforila a la AtACS6 y a la AtACS2, estabilizándolas in vivo e 
inhibiendo así su degradación en respuesta al ataque de un patógeno (Liu & Zhang, 
2004; Chae & Kieber, 2005). Por otra parte, se ha demostrado en tabaco que 
ambas rutas no son independientes, sino que la activación de ambas controla la 
respuesta a estreses abióticos y bióticos (Ludwig y col., 2005).   
Las ACOs son una familia multigénica cuyos miembros se expresan 
diferencialmente durante el desarrollo de la planta y en respuesta a un ataque 
patogénico o a estréses abióticos (Cohn & Martin, 2005; Moeder y col., 2002; 
Nakatsuka y col., 1998; Nie y col., 2002; Woltering y col., 2005). Los factores de 
virulencia de P. syringae pv. Tomato, AvrPto y AvrPtoB, inducen específicamente los 
genes LeACO1 y LeACO2 (Cohn & Martin, 2005). En Arabidopsis, hay genes ACO 
inducidos por el tratamiento con etileno y posterior inoculación con B. cinerea, 
mientras que hay otro que tiende a ser reprimido tras la inoculación con P. syringae 
y A.  brassicicola (Zimmermann y col., 2004).   
Una vez el etileno es percibido por la célula, la señal es transmitida a través de 
una ruta bien conservada (representada en la figura I.9.), cuyos componentes se 
descubrieron mediante el rastreo de mutantes de Arabidopsis.  
Éstos se clasificaron como insensibles o de respuesta constitutiva a etileno, según 
si mostraban o no la triple respuesta, consistente en la inhibición del crecimiento y 
adelgazamiento radial del hipocotilo, la elongación de la raiz y el curvamiento del 
gancho apical (Chen y col., 2005; Stepanova & Alonso, 2005). 
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Así se identificaron 5 receptores: ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4, siendo el 
dominio más conservado la parte N-terminal, que es la responsable de la unión a 
etileno, al menos para ETR1 y ERS1 (Hall y col., 2000; Rodriguez y col., 1999). 
Estos receptores se encuentran en la membrana del retículo endoplásmico (Chen y 
col., 2005) y parecen actuar como represores de las respuestas a etileno, siendo 
inhibidos por esta hormona (Hua & Meyerowitz, 1998; Rodriguez y col., 1999, 
Schaller & Bleecker, 1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
También se ha sugerido una posible regulación post-transcripcional para ETR1, 
aunque no se conoce el mecanismo (Chen y col., 2005). El mutante etr1-1 de 
Arabidopsis presenta una mayor susceptibilidad a diversos patógenos necrótrofos 
como Chalara elegans, Fusarium oxisporum y Verticillium dahliae (Geraats y col., 
2003; Veronese y col., 2003), aunque resulta más resistente a Phytium spp., otro 
Figura I.9. Esquema de la señalización en plantas dependiente de etileno. Figura 
adaptada de Broekaert y colaboradores, 2006. 
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necrótrofo (Geraats y col., 2002). También parece que la resistencia frente a 
Erwinia y Plectosphaerella requiere la participación del etileno, puesto que el 
mutante ein2.5 (ethylene insensitive 2) es susceptible a estos patógenos, siendo 
más resistente que las plantas silvestrés a la infección por P. syringae y X. 
campestris pv Campestris (Bent y col., 1992). El mutante ein2.5 también es más 
susceptible a B. cinerea, así como ein2.1 y ein3.1 (Thomma y col., 1999a; 
Berrocal-Lobo y col., 2002). En tabaco se han obtenido plantas transgénicas 
insensibles a etileno mediante la transformación con el gen mutante del receptor de 
etileno etr1-1 de Arabidopsis. Estas plantas también han resultado más 
susceptibles a diversos patógenos necrótrofos, incluído B. cinerea (Knoester y col., 
1998; Geraats y col., 2002; Geraats y col., 2003). En cambio, estas plantas han 
mostrado mayor resistencia a biótrofos (Geraats y col., 2003).  
El papel del etileno en la respuesta defensiva de la planta ha sido motivo de 
controversia, pero la idea más aceptada hoy en día es que el ET podría regular el 
desarrollo de los síntomas de manera positiva o negativa, dependiendo de la 
interacción planta-patógeno (van Loon y col., 2006b). En el caso de B. cinerea se 
había observado que el ET parece promover la enfermedad en hojas de tomate y 
pimiento (Elad, 1993), en cambio, en zanahoria parece estar implicado en la 
resistencia (Hoffman y col., 1988). Sin embargo, otros autores observaron que en 
tomate las rutas de respuesta dependientes de etileno parecen tener un papel 
importante en la resistencia a B. cinerea (Diaz y col., 2002). De hecho, se 
construyó una línea transgénica deficiente en la producción de etileno (Klee y col., 
1991) que resultó ser más más susceptible a B. cinerea (Diaz y col., 2002) y más 
tolerante al hemibiótrofo Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria (Lund y col., 
1998) y al necrótrofo V. dahliae (Robison y col., 2001). Inversamente, el mutante 
Epinastic (Epi), que tiene activadas de forma constitutiva una serie de respuestas al 
etileno, resulta más resistente a B. cinerea. Consistentemente con estas 
observaciones, el pretratamiento con etileno protegió a las plantas de tomate 
contra Botrytis, mientras que al inhibir la percepción del etileno mediante el 
tratamiento con metil-ciclopropeno o 2,5-norbornadieno, las plantas se volvieron 
susceptibles (Diaz y col., 2002).  
Diversas observaciones indican que cuando el ET es aplicado antes de la 
inoculación con el patógeno no tiene efecto o bien reduce el avance de la infección, 
mientras que si las plantas son tratadas después, los síntomas de la infección se 
aceleran (van Loon y col., 2006b). Parece que la cantidad de ET necesaria para el 
establecimiento y regulación de las respuestas defensivas apropiadas es variable, lo 
que puede haber promovido la evolución de los patógenos en función del nivel de 
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etileno con el que pueden alterar la respuesta de la planta en su beneficio (Aloni y 
col., 1998; Adie y col., 2007)  
 
 Interacciones entre las rutas del JA y del ET 
 
En general, las rutas de señalización dependientes de JA y de ET actúan 
sinérgicamente en las respuestas de defensa (Ellis & Turner, 2001; Penninckx y 
col., 1996; Pieterse y col., 1998), aunque se han obtenido indicios que sugieren un 
papel regulatorio de una ruta sobre la otra (Kunkel & Brooks, 2002). Así, algunos 
de los genes regulados por JA también son regulados por ET, como por ejemplo 
PDF1.2, para cuya inducción son necesarias ambas rutas. Sin embargo, otros genes 
como el VSP1, que es inducible por JA, no necesita etileno (Norman-Setterblad y 
col.,2000).  
El factor de transcripción ERF1 integra las señales de las rutas del JA y del ET, 
puesto que su expresión requiere ambas hormonas, al igual que ocurre con COI1 y 
con EIN2 (Lorenzo y col., 2003). La sobreexpresión de ERF1 produce la activación 
de genes relacionados con la defensa y revierte la deficiencia en la expresión de 
estos genes causada por las mutaciones coi1 y ein2 (Berrocal-Lobo y col., 2002; 
Lorenzo y col., 2003). Estos resultados sugieren claramente que ERF1 actúa 
después de COI1 en la activación de los genes.  
JIN1 y ERF1 regulan genes distintos, ya que los que son inducidos por ERF1 son 
reprimidos por JIN1 y hay un segundo grupo de genes que es activado por JIN1 y 
reprimidos por ERF1. Los genes del primer grupo parecen importantes para la 
resistencia a enfermedades, puesto que la sobreexpresión de ERF1 y las 
mutaciones en JIN1 aumentan la resistencia a patógenos necrótrofos (Lorenzo y 
col., 2004).  
Un estudio transcriptómico reciente ha identificado al menos diez miembros de la 
familia AP2/ERF que son inducidos después del tratamiento con MeJA y posterior 
inoculación con el patógeno incompatible A. brassicicola, incluyendo los reguladores 
positivos AtERF1/2 y el regulador negativo AtERF4, implicados en la ruta del ET 
(McGrath y col., 2005). 
 
 Interacciones entre las ruta del SA, JA y ET 
 
Se ha demostrado que existe una relación muy compleja entre dichas rutas, ya 
que se han descrito ejemplos tanto de efectos positivos como negativos.  
La mayoría de las interferencias entre la ruta del SA con las del JA y del ET 
consisten en una represión mutua (Glazebrook y col., 2003; Kunkel & Brooks, 
2002; Schenk y col., 2000). Generalmente las alteraciones genéticas que implican 
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una mayor acumulación de SA también implican una menor respuesta a JA, como 
es el caso del mutante mpk4 (Petersen y col., 2000) o del silenciamiento del gen de 
la clorofilasa 1 de Arabidopsis AtCLH1 (Kariola y col., 2005). En tabaco el JA inhibe 
la expresión de genes dependientes de SA (Niki y col., 1998) y en tomate el efecto 
inhibitorio del SA sobre la señalización mediada por JA ha sido demostrada en 
numerosos trabajos, en donde la acción del SA bloquea la expresión de genes 
inducibles por JA (Doares y col., 1995b; Penacortes y col., 1993). La regulación 
negativa entre ambas rutas también se refleja en la respuesta final de la planta a la 
enfermedad. Por ejemplo, la sobreexpresión de AtERF1 en Arabidopsis incrementa 
la resistencia mediada por ET a B. cinerea, pero reduce la resistencia mediada por 
SA a P. syringae pv. Tomato (Berrocal-lobo y col., 2002).  
En algunos casos las rutas del ET y del JA parecen actuar independientemente de 
la ruta del SA. Se ha demostrado que mutantes de Arabidopsis con alteraciones en 
la percepción del JA o del ET son completamente capaces de activar las respuestas 
dependientes de SA (Penninckx y col., 1998; Thomma y col., 1998; Thomma y col., 
1999a) o de inducir la expresión de genes regulados por él (Glazebrook y col., 
2003). Por otra parte, mutantes deficientes en la síntesis de SA (sid2 y eds5) o en 
su señalización (npr1/nim1) tienen bloqueada la expresión de los genes PR 
dependientes de SA, pero muestran la misma o incluso mayor inducción de los 
genes PR dependientes de JA o ET (Glazebrook y col., 2003; Thomma y col., 2001). 
Por otra parte, aunque escasas, hay interacciones en las que la expresión de 
algunos genes de defensa precisa de la activación concomitante de ambas rutas, 
sugiriendo que las dos señalizaciones regulan coordinadamente la expresión de, al 
menos, una parte de las respuestas defensivas (Schenk y col., 2000; Xu y col., 
1994). 
Los resultados más recientes sugieren que ambas rutas interaccionan en múltiples 
puntos. De hecho, la represión por SA de la expresión de genes inducidos por JA 
requiere la función de NPR1, pero no su localización nuclear. Esto sugiere que esta 
proteína podría mediar este antagonismo mediante una función citosólica, 
presumiblemente distinta de la función nuclear desempeñada en la ruta del SA 
(Spoel y col., 2003). El factor de transcripción WRKY70 también podría ser un 
punto de interferencia, ya que su sobreexpresión causó la activación constitutiva de 
la ruta del SA, mientras que su silenciamiento produjo la activación de los genes 
dependientes de COI1 (Li y col., 2004). El hecho de que estos fenotipos no 
conlleven alteraciones en los niveles de SA y JA sugiere que el factor WRKY70 está 
afectando a genes regulados por JA y por SA en un punto posterior a la producción 
de ambas fitohormonas.   
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Hasta la fecha no se ha encontrado que los componentes primarios de la ruta de 
señalización dependiente de ET, descritos anteriormente (ETR, ERS, EIN4, CTR, 
EIN2, EIN3/EIL), respondan a otras señales (Alonso & Stepanova, 2004; 
Glazebrook, 2005; Gagne y col., 2004). Por lo tanto, los puntos de ramificación que 
conectarían las rutas tienen que ser posteriores a EIN3/EIL.  
En cuanto al reconocimiento del patógeno, existe algún caso de interacción gen a 
gen, como es el caso del gen de resistencia Pto de tomate, en el que hay conexión 
con genes dependientes de ET y de SA. Sin embargo hay mutantes de Arabidopsis 
deficientes en la señalización de etileno, como etr1 y ein2, que no han perdido su 
resistencia no-huésped contra los biótrofos P. parasitica y P. syringae, sugiriendo 
que el ET no es necesario para este tipo de resistencia (Lawton y col., 19994; 
Lawton y col., 1995;  Pieterse y col., 1998).  
 
Participación de otras hormonas en los mecanismos de defensa 
 
Hoy en día la visión tradicional de la interacción planta-patógeno regulada por las 
tres hormonas SA, JA y ET es válida, pero demasiado simplificada (Robert-
Seilaniantz y col., 2007). Los estudios más recientes sugieren una realidad más 
compleja y evidencian la implicación de otras hormonas en la interacción planta-
patógeno.  
Diversas observaciones apuntan a que los patógenos podrían activar la ruta de las 
auxinas para desarrollar su virulencia. De hecho, O´Donnell y colaboradores (2003) 
detectaron un rápido aumento en los niveles de auxinas, además del incremento en 
SA, JA y ET, durante la infección de Arabidopsis con X. campestris pv. Campestris y 
P. syringae pv. Tomato DC3000 (PstDC3000). Schmelz y colaboradores (2003) 
confirmaron que PstDC300 inducía genes de biosíntesis de auxinas, además de 
inducir la síntesis de ácido abscísico (ABA). También se demostró que AvrBs3, un 
efector tipo III de X. campestris pv. Vesicatoria, podía inducir genes de respuesta a 
auxinas para provocar hipertrofia celular (Marois y col., 2002). Se obtuvieron 
resultados similares para AvrRpt2, efector tipo III de P. syringae, que alteraba la 
fisiología de las auxinas en ausencia del gen R correspondiente (Kunkel y col., 
2004). Recientemente Navarro y colaboradores (2006) demostraron que la 
inducción de la señalización por auxinas hacía a las plantas más susceptibles a 
PstDC300 y que al atenuar esa señalización, por silenciamiento de los receptores de 
auxinas, aumentaba su resistencia. Además, el tratamiento con auxinas sintéticas 
incrementaba los síntomas cloróticos, sin afectar a la proliferación bacteriana.  
También se ha observado que las proteínas del TMV podrían promover la 
señalización por auxinas para causar los síntomas de la enfermedad, ya que su 
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replicasa interacciona con componentes de la señalización por auxinas 
(Padmanabhan y col., 2005 ayb; Padmanabhan y col., 2006). 
Independientemente de los mecanismos de inducción de respuestas, muchos 
patógenos de plantas son capaces de producir auxinas, como por ejemplo Ralstonia 
solanacearum, y se ha demostrado que la mutación de los genes que regulan su 
síntesis reduce la virulencia del patógeno (Valls y col., 2006). Asimismo, la 
mutación en un gen biosintético de las auxinas en Erwinia chrysanthemi redujo los 
síntomas, aunque no el crecimiento bacteriano (Yang y col., 2007). 
Por otra parte, se ha observado que la aplicación exógena a plantas de plátano de 
ácido indolacético (IAA), el precursor de la forma activa de la auxina, confiere 
resistencia frente a la infección por Fusarium oxisporum (Fernández-Falcón y col., 
2003).  
El papel de las citoquininas en la defensa de las plantas muestra similitudes con el 
de las auxinas (Robert-Seilaniantz y col., 2007). Ambas hormonas son producidas 
por patógenos biótrofos y están asociadas con la supresión de la HR (Murphy y col., 
1997; Robinette & Matthysse, 1990). De hecho, muchos hongos patógenos 
biótrofos, como Cladosporium fulvum, Blumeria graminis, Pyrenopeziza brassicae y 
Venturia inaequalis producen citoquininas. Sin embargo, no se conocen hongos 
necrótrofos que las produzcan (Murphy y col., 1997; Walters & McRoberts, 2006). 
Mediante análisis de microarrays se ha demostrado que Plasmodiophora brassicae 
reprime la ruta de degradación de citoquininas e induce la expresión de los 
receptores de estas hormonas (Siemens y col., 2006). Estos autores demostraron, 
además, que la sobreexpresión de la citoquinina oxidasa confería resistencia a la 
planta frente a dicho patógeno. 
Las giberelinas (GAs), por su parte, parecen tener un efecto opuesto al de las 
auxinas y las citoquininas en la defensa de la planta. Las GAs promueven el 
crecimiento de la planta mediante la degradación de las proteínas DELLA, que son 
represores del crecimiento de la planta (Harberd, 2003). Los estudios más recientes 
han demostrado que la pérdida de función de las proteínas DELLA por mutación 
incrementa la resistencia de la planta a PstDC3000, mediante la potenciación de las 
rutas de defensa dependientes de SA (Navarro y col., 2008). Estos mismos 
mutantes son hipersusceptibles al patógeno necrótrofo A. brassicicola, sugiriendo 
que las proteínas DELLA promueven la resistencia a necrótrofos y la susceptibilidad 
a biótrofos, en parte, mediante la regulación del equilibrio entre las respuestas 
dependientes de SA, del JA y del ET (Navarro y col., 2008).  
Los brasinosteroides también participan en la inducción de las defensas de las 
plantas. El tratamiento con brasinosteroides en tabaco y en arroz indujo resistencia 
frente a varios biótrofos, independientemente de la señalización mediada por SA 
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(Nakashita y col., 2003). Se ha propuesto que su efecto podría residir en una 
compleja interacción con otras hormonas de la planta (Krishna, 2003). De hecho, 
algunos hongos patógenos producen toxinas análogas a hormonas esteroides que 
modulan las rutas de respuesta a brasinosteroides en mamíferos (Kiessling, 1986). 
Aún no se conocen datos de la implicación de estas hormonas en la resistencia a 
necrótrofos (Robert-Seilaniantz y col., 2007) 
Por último, cabe destacar que el ácido abscísico (ABA) parece jugar un papel 
crucial en las interacciones planta-patógeno. Se ha demostrado que, además de su 
implicación en la adaptación de la planta a estréses abióticos (Fujita y col., 2006), 
participa en la respuesta a estréses bióticos. En algunos casos actúa como un 
regulador negativo de la resistencia de la plantas, como ocurre tras su aplicación en 
arroz, que aumenta la susceptibilidad a Magnaporthe grisea (Koga y col., 2004; 
Mauch-Mani & Mauch, 2005). Por otra parte, en Arabidopsis se han correlacionado 
los niveles de ABA con la susceptibilidad a PstDC3000 y a Hyaloperonospora 
parasitica, puesto que el mutante aba1.1, deficiente en ABA, era menos susceptible 
a la infección (Mohr & Cahill, 2003). Además, recientemente se ha encontrado que 
PstDC3000 estimula la producción de ABA durante la infección (Truman y col., 
2006) y que los efectores tipo III de PstDC3000 también producen un aumento de 
los niveles de ABA (de Torres-Zabala y col., 2007). Por otra parte, la coronatina 
producida por P. syringae reprime la clausura de los estomas mediada por el ABA 
(Melotto y col., 2006). Más recientemente se ha demostrado que el ABA suprime la 
acumulación de SA y de lignina en la interacción Arabidopsis-PstDC3000 (Mohr & 
Cahill, 2007). Teniendo en cuenta estos resultados, el ABA parece actuar como un 
represor de la ruta del SA. De hecho, las plantas de tomate sitiens, insensibles al 
ABA, muestran un incremento en la respuestas dependientes de SA, así como una 
mayor resistencia a la infección por PstDC3000 (Audenaert y col., 2002b), por P. 
syringae pv. Tomato DCT6D1 (Thaler & Bostock, 2004), por Erwinia Chrysanthemi 
(Asselbergh y col., 2008), por Oidium neolicopersici (Achuo y col., 2006) y por B. 
cinerea (Audenaert y col., 2002b). Esto es consistente con el hecho de que la 
resistencia a B. cinerea en tomate esté mediada por SA y no por ET, como en 
Arabidopsis. Este patógeno tiene una fase inicial muy corta de biotrofismo en su 
ciclo vital, en la que es susceptible a los mecanismos de defensa mediados por SA. 
El ABA también puede interferir con la ruta del JA y del ET. Los mutantes ein2, 
insensibles a etileno y más susceptibles a patógenos necrótrofos, producen más 
ABA (Ghassemian y col., 2000). Otros autores han encontrado que el mutante 
aba2.1 es más resistente a Fusarium oxisporum, un necrótrofo, sugiriendo que las 
interacciones entre el ABA y el ET son antagónicas (Anderson y col., 2004). 
Inversamente, la mutación en JIN1, identificado inicialmente como un factor de 
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transcripción regulador de la señalización por ABA (Abe y col., 2003), produce 
además una inducción de las defensas mediadas por JA o ET, como PDF1.2, 
causando así una elevada resistenca a necrótrofos (Anderson y col., 2004). Los 
autores demostraron, además, que la aplicación exógena de ABA reprimía la 
inducción de genes de defensa regulados por JA o ET. La mutación jin1, sin 
embargo, reprimió los genes de respuesta a herida dependientes de JA (Lorenzo y 
col., 2004). También se ha encontrado que las proteínas DELLA inducen la 
expresión del gen XERICO, que codifica una ligasa y que en último término induce 
la síntesis de ABA y que antagoniza los efectos de las GAs (Zentella y col., 2007). 
Es interesante destacar que el ABA también es producido por hongos saprófitos y 
parásitos, tales como los miembros del género Botrytis, Ceratocystis, Fusarium y 
Rhizoctonia (Dörffling y col., 1984; Crocoll y col., 1991; Mauch-Mani & Mauch, 
2005). 
Todas estas observaciones sugerían que el ABA actuaba como represor de las 
defensas inducibles, tanto frente a biótrofos como a necrótrofos, por lo que su 
función en la planta podría ser priorizar las respuestas a estréses abióticos (Robert-
Seilaniantz y col., 2007). En la figura I.10 se ilustra de forma simplificada las 
interacciones entre las diferentes rutas de señalización descritas y el ABA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.10. Interacción del ABA con otras rutas de señalización. Figura adaptada de 
Robert-Seilaniantz y colaboradores, 2007.
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Sin embargo, también se han observado efectos positivos del ABA sobre las 
defensas de las plantas (Mauch-Mani & Mauch, 2005). Un estudio muy reciente 
muestra la interrelación existente entre la señalización mediada por ABA, SA y JA, 
en la interacción de Arabidopsis con el hongo necrótrofo Alternaria brassicicola 
(Flors y col., 2008). La infección produce una represión del ABA y los autores 
sugieren que éste podría ser un mecanismo de virulencia del patógeno. 
Consistentemente, el mutante deficiente en la producción de ABA npq2 es más 
susceptible a A. brassicicola. Por tanto, el papel del ABA en la defensa general de 
las plantas sigue sin estar claro y parece depender, en gran medida, del modo de 
acción del patógeno. 
Por último, se ha propuesto recientemente una conexión entre el ABA y la 
composición de la pared celular (Hernández-Blanco y col., 2007). Los autores 
observaron una inducción constitutiva de los genes de síntesis y de respuesta al 
ABA en plantas de Arabidopsis mutadas en los genes que codifican subunidades de 
la celulosa sintasa CESA4/IRX5 y CESA8/IRX1, una enzima necesaria para la 
formación de la pared celular secundaria. Los mutantes deficientes en esos genes, 
"no wilt simptoms" (nws2) y "enhanced resistance to necrotrophs" (ern1), 
respectivamente, mostraban además resistencia a B. cinerea, entre otros 
patógenos.  
 
Las respuestas defensivas de las plantas: genes PR  
 
Las rutas de señalización promueven, en última instancia, varios mecanismos de 
defensa que incluyen el reforzamiento de las paredes celulares, la producción de 
fitoalexinas y la síntesis de proteínas relacionadas con la defensa. Estas proteínas 
han suscitado gran interés en investigación y varias de ellas se usan como 
marcadores de las rutas de respuesta de las plantas. Por ello, a continuación se 
incluye una descripción detallada de las mismas. 
La mayoría de las proteínas implicadas en la defensa de las plantas forman parte 
de las denominadas proteínas relacionadas con la patogénesis (proteínas PR), ya 
que son inducidas en asociación con las respuestas de resistencia, aunque ello no 
siempre implica un papel funcional en la defensa  (van Loon y col., 2006). Algunas 
PRs son producidas bajo condiciones fisiológicas específicas, acumulándose en 
hojas senescentes, incluso cuando empieza la clorosis y también en frutos en 
maduración (Buchanan-Wollaston y col., 2003; Davoine y col., 2001; Quirino y col., 
2000). Así mismo, algunas PRs  son inducidas por estréses abióticos, tales como la 
herida o el frío (Hon y col., 1995), e incluso pueden modular la formación de hielo y 
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actuar como anticongelantes (Griffith y col., 2005; Griffith & Yaish, 2004). Por 
tanto, estas proteínas constituyen un grupo muy heterogéneo, cuyo modo de 
acción se desconoce en muchos casos. Se ha observado inducción de PRs en 
muchas especies vegetales pertenecientes a diferentes familias, lo cual indica un 
papel general de estas proteínas en la adaptación a condiciones de estrés biótico 
(van Loon y col., 2006a). Las PRs y proteínas similares se han clasificado en 17 
familias, aunque no todas parecen estar representadas en las distintas especies de 
plantas y la incidencia y propiedades de los diferentes miembros dentro de una 
familia pueden diferir notablemente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La familia PR1 está muy conservada y parece estar representada en todas las 
especies de plantas estudiadas, sin embargo, su función es la menos conocida (Van 
Loon & Van Strien, 1999). En tabaco hay tres PR1, que son ácidas y extracelulares: 
PR1-a, PR1-b y PR1-c. En tomate, los ortólogos más relacionados son proteínas 
básicas (Van Loon y col., 1994). Estas observaciones ilustran cómo PRs que han 
sido clasificadas en la misma familia, por homología de secuencia, pueden tener 
diferentes propiedades y, por tanto, puede diferir sustancialmente su actividad 
biológica. 
Tabla I.1. Familias de proteínas relacionadas con la patogénesis. Figura de van Loon y 
colaboradores, 2006. 
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La mayoría de las proteínas PR poseen actividad antimicrobiana contra bacterias y 
hongos in vitro, pero cuando son expresadas en plantas sólo reducen un número 
limitado de enfermedades, dependiendo de la naturaleza de la proteína, de la 
especie de la planta y del patógeno implicado. Por ejemplo, las plantas transgénicas 
de tabaco que expresan altos niveles de PR1-a muestran mayor tolerancia a 
Phytophthora parasitica var. nicotianae y a Peronospora parasitica, pero no exhiben 
resistencia a P. syringae pv. tabaci o a Cercospora nicotianae (Alexander y col., 
1993). Estas observaciones proporcionaron una evidencia indirecta de que PR1 
podría tener actividad antifúngica. PR1-c de tomate reduce in vitro la germinación y 
el crecimiento del tubo germinativo de P. infestans y su aplicación in vivo reduce el 
área de necrosis en discos de hoja (Niderman y col., 1995). La familia de las PR2, 
siendo β-1,3-endoglucanasas, junto con las familias PR3, PR4, PR8 y PR11, que son 
quitinasas, podría actuar contra hongos patógenos. Los miembros de la familia PR8 
también poseen actividad lisozima, pudiendo actuar contra bacterias, mientras que 
las defensinas (PR12) y las tioninas (PR13), tienen una amplia actividad 
antibacteriana y antifúngica (Lay & Anderson, 2005; Thomma y col., 2002; 
Bohlmann, 1994; Epple y col., 1997). Algunas proteínas de transferencia de lípidos 
(PR14) tienen actividad antifúngica y antibacteriana (García-Olmedo y col., 1995). 
Sin embargo, en algunos casos, la expresión de estas PRs de forma transgénica 
podría ser más efectiva que la aplicación in vitro, ya que los elicitores liberados por 
el patógeno  por acción de estas enzimas activarían las respuestas de las plantas 
(Boller, 1995;Yoshikawa y col., 1993). Las glucanasas y las quitinasas podrían 
actuar también sobre los sustratos endógenos de la planta, liberando moléculas 
señalizadoras, como los OGAs, que funcionarían como elicitores endógenos de 
mecanismos de defensa (van Loon y col., 2006a; Ferrari y col., 2007).  
PR7 es una endoproteasa que constituye la PR más notable en tomate y podría 
ayudar en la disolución de la pared celular microbiana (Jordá y col., 2000). PR9 es 
un tipo específico de peroxidasa que podría actuar en el reforzamiento de la pared 
celular, catalizando la lignificación, aumentando así la resistencia a múltiples 
patógenos (Passardi y col., 2004) 
Se ha demostrado que tras el ataque por el patógeno, las distintas hormonas 
interfieren en la expresión de muchas PRs, como ocurre por ejemplo en 
Arabidopsis, que al tratar con ET se necesita una menor concentración de SA para 
inducir PR1 (Lawton y col., 1994). Por otra parte, la aplicación simultánea de JA y 
SA en tabaco, reduce la inducción de PR1a por SA (Niki y col., 1998). Otras 
proteínas tipo PR son inducibles por JA y/o por ET (Van Loon, 2006a) y su 
incidencia puede ser regulada además por ABA (Audenaert y col., 2002b; Mauch-
Mani & Mauch, 2005; Rezzonico y col., 1998; Zhu y col., 1993). Mientras que en 
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Arabidopsis parece estar claro que las familias PR1, PR2 y PR5 son inducibles por 
SA y PR3, PR4 y PR12 son inducibles por JA o ET (Thomma y col., 2001), en tabaco 
se ha demostrado que diferentes miembros de una misma familia están regulados 
diferencialmente por SA o por JA y ET (Niki y col., 1998; Seo y col., 2001). Las PRs 
con función anticongelante parecen estar reguladas por etileno (Yu y col., 2001b). 
Las isoformas básicas reguladas por el desarrollo, que están presentes en la 
vacuola, parecen estar reguladas y ser inducibles por JA y/o ET. Por ejemplo, las 
plantas de tabaco insensibles a ET no expresan las isoformas básicas PR1g, PR2d y 
PR5c, en respuesta a la infección por el TMV, mientras que la expresión local de las 
isoformas ácidas se ve afectada (Verberne y col., 2003). En tomate, los ortólogos 
básicos del tabaco PR1a, PR1b y PR1c están presentes en el apoplasto y son 
inducibles por SA. 
Distintas clases de genes PR parecen ser regulados a traves de los elementos 
GCC en sus regiones promotoras, incluyendo las β-1,3-glucanasas vacuolares 
(PR2), las quitinasas vacuolares básicas (PR3), las hevein-like proteins (PR4) y las 
defensinas (PDFs, PR12) (Broglie y col., 1989; Chakravarthy y col., 2003; Eyal y 
col., 1993; Lorenzo y col., 2003; Penninckx y col., 1996; Samac y col., 1990; 
Thomma y col., 1999a). La inducción de estos genes PR ocurre tanto en la zonas 
infectadas como sistémicamente, a través de una ruta en la cual el JA y el ET 
actúan sinérgicamente (Penninckx y col., 1998). Los recientes estudios de 
transcriptómica apoyan esta idea, puesto que en plantas de Arabidopsis que 
sobreexpresan el factor de transcripción de respuesta a etileno AtERF1 o en plantas 
de tomate que expresan su ortólogo Pti4, se inducen muchos de estos genes PR 
(Lorenzo y col., 2003; Chakravarthy y col., 2003). Un estudio reciente de 
proteómica ha revelado la existencia de una nueva lipasa, GLIP1, secretada en 
Arabidopsis y que actúa como molécula efectora antimicrobiana dependiente de ET, 
siendo crítica en la resistencia frente al necrótrofo incompatible A. brassicicola (Oh 
y col., 2005).  
Las defensinas de las plantas son, generalmente, pequeños péptidos básicos que 
tienen un patrón tridimensional característico, estabilizado por ocho cisteínas que 
forman puentes disulfuro. Estas defensinas inhiben el crecimiento de diversos 
hongos, tras unirse específicamente a receptores de membrana del patógeno 
(Thevissen y col., 2004). El gen de la defensina PDF1.2 (grupo PR12) se utiliza 
como marcador de la ruta del JA y ET en las interacciones con Arabidopsis 
(Penninckx y col., 1996; Penninckx y col., 1998). Recientemente se han encontrado 
en el genoma de Arabidopsis 317 genes potencialmente codificantes de defensinas 
(DEFL, defensine-like) (Silverstein y col., 2005), incluyendo los 13 genes AtPDF que 
ya se conocían (Thomma y col., 2002). Entre los ya identificados hay una amplia 
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expresión diferencial en respuesta a SA, JA o ET y también a diferentes patógenos 
(Broekaert y col., 2006). Por ejemplo, los genes codificantes de las defensinas 
AtPDF1.2/a/b/c son inducidas por ET y JA y reprimidos por SA, mientras que 
AtPDF1.4 no responde ni a ET ni a JA, pero es inducido por SA. El resultado del 
análisis de sus promotores es consistente con estas observaciones, puesto que  las 
tres defensinas AtPDF1.2 tienen caja GCC en sus promotores, pero AtPDF1.4 no. 
Por el contrario, PDF1.5 parece insensible a cualquiera de las tres hormonas, a 
pesar de que también alberga una caja GCC en su promotor. Estos resultados 
sugieren que existe una red de transducción de la respuesta muy compleja, donde 
los diferentes grupos de defensinas responden a una o a más de una ruta de 
señalización (Broekaert  y col., 2006). 
 
Las respuestas defensivas de las plantas: las fitoalexinas 
 
Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios. Globalmente 
las plantas producen más de 100.000 productos de bajo peso molecular, que se 
diferencian de los metabolitos primarios en que no son esenciales para la vida de la 
planta (Dixon, 2001). En la figura I.11 se muestran las relaciones entre las 
diferentes rutas de biosíntesis de estos metabolitos secundarios. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Desde el punto de vista de la resistencia a patógenos, estos compuestos son 
clasificados como fitoanticipinas, las cuales son producidas de manera constitutiva o 
Figura I.11. Rutas de biosíntesis de metabolitos secundarios en las plantas. Figura de 
Dixon, 2001. 
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fitoalexinas, cuya acumulación es inducible de manera que su concentración en los 
tejidos aumenta súbitamente en respuesta a patógenos o a tratamientos químicos 
(Harborne, 1999; Dixon, 2001). Algunos compuestos pueden ser considerados 
fitoanticipinas en unas especies y al mismo tiempo, fitoalexinas en otras. Un 
ejemplo de ello es la flavonona sakuranetina, que se acumula de forma constitutiva 
en los pelos glandulares de las hojas del grosellero negro, pero es el principal 
metabolito antimicrobiano inducible en las hojas de arroz (Kodama y col., 1992). En 
los casos en los que el metabolito constitutivo es producido en grandes cantidades, 
su clasificación podría depender de si la concentración constitutiva es suficiente 
para tener efecto antimicrobiano (Dixon, 2001).  
Los fenilpropanoides forman un grupo principal de metabolitos secundarios, 
derivados de la fenilalanina, siendo su desaminación, catalizada por la fenilalanina 
amonioliasa (PAL), el primer paso de la ruta.  
Los ácidos fenólicos son componentes importantes del sistema defensivo de las 
plantas y forman parte de las fitoanticipinas. Los ácidos fenólicos son diversos en su 
estructura y se caracterizan por tener anillos aromáticos hidroxilados. Se ha 
comprobado su acción biocida in vitro contra bacterias, levaduras y hongos (Baydar 
y col., 2004; Rivera-Carriles y col., 2005; Lee y col., 2005). En algunos casos se 
han correlacionado los cambios en el contenido y en el perfil de los ácidos fenólicos 
en el fruto con la susceptibilidad a patógenos. Se ha observado que la reducción en 
la concentración de ácido clorogénico y ácido cafeico en la epidermis de los 
melocotones (Prunus persica) se correlaciona con un incremento en la 
susceptibilidad al hongo Monilinia fructicola (Bostock y col., 1999). En la fresa los 
compuestos fenólicos disminuyen con la maduración y esta disminución se 
correlaciona con un aumento de la susceptibilidad a B. cinerea (Terry y col., 2004). 
El ácido caféico inhibe en medio líquido la producción de cutinasa en B. cinerea 
(Bostock y col., 1999). También se ha observado que el contenido en ácido caféico 
se correlaciona con la resistencia de diferentes clones de cebada al ataque por 
patógenos (Harrison y col., 2003). Se ha visto que la infección de kiwis (A. 
chinensis) por B. cinerea incrementa la concentración de compuestos fenólicos 
antifúngicos en el epicarpo. Tras la inoculación de las plantas de kiwi con B. cinerea 
se detectaron tres compuestos fenólicos, entre los que destacaba el ácido caféico, 
sugiriendo que forman parte de su sistema defensivo (Wurms, 2005). Utilizando 
elicitores se ha demostrado en hojas de tomate que una parte del sistema 
defensivo consiste en la inducción de la síntesis de compuestos fenólicos (Pearce y 
col., 1998). Recientemente se ha demostrado que el fruto de tomate acumula ácido 
vainillínico como parte de la defensa frente a la infección por Alternaria alternata. 
Los autores encontraron que la mezcla de ácido vainillínico con el ácido clorogénico 
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tiene un efecto inhibitorio sinérgico sobre la germinación de Alternaria alternata 
(Ruelas y col., 2006). 
La camalexina es una fitoalexina implicada en la resistencia frente a diversos 
patógenos, puesto que los mutantes de Arabidopsis deficientes en su síntesis 
(phytoalexin deficient, pad) son más susceptibles a diversos patógenos. Algunos de 
ellos son más susceptibles a B. cinerea y otros no (Ferrari y col., 2003; Thomma y 
col., 1999b). 
Los flavonoides y estilbenos, también llamados polifenoles, se distinguen de los 
ácidos fenólicos en que su síntesis tiene su orígen en un punto de bifurcación de la 
ruta de los fenilpropanoides. El trans-resveratrol (3,4,5-trihidroxiestilbeno) es una 
molécula sintetizada en las hojas de la uva en respuesta a varios estréses 
(Langcake & Price, 1976). Es una fitoalexina implicada tanto en los mecanismos de 
defensa constitutivos como inducibles de la planta. La síntesis de resveratrol juega 
un papel fundamental en los mecanismos de resistencia de las plantas contra 
infecciones fúngicas. El resveratrol es el compuesto estilbénico mayoritario 
identificado en los tejidos de la uva tras la infección por B. cinerea (Langcke, 1981) 
y se ha demostrado que se induce su acumulación como respuesta a la infección 
(Urena y col., 2003). La resistencia de la uva a la penetración de B. cinerea parece 
ser debida, en parte, a la rápida producción de resveratrol, su glucósido y varios 
compuestos derivados del resveratrol. Algunos de estos derivados, como el 
pterostilbeno y la ε-viniferina también son considerados fitoalexinas.  
Los glucosinolatos son un amplio grupo de unos 100 compuestos que producen 
las plantas pertenecientes a la familia Cruciferae que tienen una actividad 
microbiana ya antiguamente bien documentada (Fenwick y col., 1983). La actividad 
antifúngica se ha demostrado para seis glucosinolatos, tanto in vitro (Mari y col., 
1993) como in vivo (Mari y col., 1996a).  
 
Defensas inducibles según el tipo de patógeno 
 
En cada sistema las rutas de señalización mediadas por SA, JA y ET son utilizadas 
y reguladas de manera distinta, según el tipo de interacción planta-patógeno 
(kunkel, 2002). 
La denominada resistencia gen a gen es importante contra los patógenos que se 
clasifican como biótrofos (Glazebrook, 2005). La eficacia de este tipo de resistencia 
tiene un sentido intuitivo, puesto que la muerte de la primera célula infectada 
lograría parar el crecimiento del patógeno biótrofo. Los estudios realizados sobre P. 
parasitica (Torres y col., 2002), Erysiphe spp. (Grant y col., 2003; Xiao y col., 
2001)  y P. syringae (Kunkel y col.,1993; Yu y col., 1993; Bisgrove y col., 1994; 
Debener y col., 1991; Hinsch & Staskawicz, 1996; Simonich & Innes, 1995) apoyan 
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esta idea. Para P. parasitica el factor de resistencia crítico es la muerte celular y no 
el estallido respiratorio (Feys y col., 2001; Torres y col., 2002), mientras que para 
P. syringae el factor crítico parece ser el potencial hídrico (Wright & Beattie, 2004) 
y no el estallido respiratorio (Torres y col., 2002). Esta resistencia está asociada a 
la ruta del salicílico y a la respuesta sistémica adquirida (SAR).  
Como la señalización vía JA o ET y la del SA tienden a ser mutuamente 
inhibitorias, es de esperar que la ruta del JA o del ET tenga efectos deletéreos sobre 
la resistencia a los patógenos biótrofos.  
Por otra parte, dada la estrategia de nutrición y crecimiento de los patógenos 
necrótrofos, la muerte de las células de la planta no sólo no limitaría su avance, 
sino que lo favorecería. Por tanto, en principio, no es esperable la presencia del 
modo de resistencia gen a gen en la interacción planta-necrótrofo, ni tampoco la 
señalización vía SA o el SAR y se esperaría que las rutas importantes en este tipo 
de interacciones fueran las mediadas por JA y ET  (Glazebrook, 2005).  
Aunque en Arabidopsis estas consideraciones sobre las distintas estrategias de 
defensa frente a biótrofos y necrótrofos parecen ser correctas en la mayoria de las 
interacciones planta-patógeno estudiadas (Glazebrook, 2005), algunos biótrofos 
incluyendo, P. parasitica y Erysiphe spp, evitan la activación de las defensas 
dependientes de JA o de ET, que podrían ser efectivas si fueran activadas. Así, el 
tratamiento de plantas de Arabidopsis con JA exógeno redujo el crecimiento de 
Erysiphe cichoracearum y este efecto requirió COI1 (Zimmerli y col., 2004). 
Además, la mutación en Arabidopsis de la celulosa sintasa CEV1, que produce la 
activación de forma constitutiva de las rutas del JA y ET, confiere resistencia a 
Erysiphe cichoracearum (Ellis y col., 2002b). En el caso de P. parasitica, el análisis 
de dobles y triples mutantes puso de manifiesto que tanto la señalización vía SA, 
como la dependiente de JA o ET, era suficiente para conferir resistencia a este 
patógeno (Clarke y col., 2000). Por tanto, aunque es cierto que las defensas 
dependientes de JA o ET no parecen esenciales en este tipo de interacciones, la 
habilidad del patógeno para evitarlas también resulta importante. La camalexina no 
parece tener un papel en la resistencia, tanto en el caso de Erysiphe ssp. (Reuber y 
col., 1998) como de P. parasitica (Thomma y col., 1998a).  
Por otra parte, los hongos necrótrofos A. brassicicola y B. cinerea son restringidos 
por las defensas dependientes de JA o de ET en Arabidopsis (van Wees y col., 
2003; Thomma y col., 1998a). La camalexina contribuye a la resistencia frente a 
estos patógenos (Thomma y col., 1999 a y b, Ferrary y col., 2003), así como frente 
a otro necrótrofo, Lepthosphaeria maculans  (Bohman y col., 2004). No se ha 
observado resistencia gen a gen para este tipo de patógenos y en el caso de B. 
cinerea hay evidencias de que la muerte celular promueve el crecimiento del 
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patógeno (Govrin & Levine, 2000; Dickman y col., 2001). Sin embargo, aunque el 
SA no parece tener un papel principal en la resistencia a necrótrofos, sí tiene algún 
efecto sobre la resistencia a B. cinerea en Arabidopsis (Ferrary y col., 2003; 
Zimmerli y col., 2001), así como en tabaco (Sohn y col., 2007).  
En el caso de la bacteria hemibiótrofa P. syringae los datos disponibles son, en 
cierta manera, contradictorios. La resistencia gen a gen es muy efectiva en contra 
de la bacteria (Debener y col., 1991; Kunkel y col., 1993; Yu y col., 1993; 
Simonich & Innes, 1995; Hinsch & Staskawicz, 1996). Sin embargo, el estallido 
respiratorio que se genera en este tipo de respuesta no parece tener un papel 
importante en la limitación del crecimiento bacteriano (Torres y col., 2002), pero sí 
las respuestas de defensa dependientes de SA, independientes de NPR1, ya que los 
mutantes defectivos en dicha ruta son más susceptibles a  P. syringae con la 
excepción del mutante npr1 (Clarke y col., 2000). La coronatina es un factor de 
virulencia que P. syringae secreta para inducir las rutas del JA/ET y aprovechar así 
el efecto antagónico de dicha ruta sobre la señalización vía SA (Bender y col, 
1999). Por ello, el mutante insensible a coronatina, coi1, es también insensible al 
tratamiento con MeJA y resistente a P. syringae pv. atropurpurea (Feys, 1994). Sin 
embargo, se ha demostrado que la activación de forma constitutiva de la ruta del 
JA en las plantas cev1 confiere resistencia a este patógeno (Ellis, 2002a).  
El sentido evolutivo de que existan múltiples rutas de defensa en las plantas ha 
sido objeto de mucha discusión (Thomma, 2001). Disponer de rutas de señalización 
separadas puede permitir a las plantas modular finamente sus respuestas 
defensivas, para desplegar una combinación apropiada de defensas contra cada 
patógeno específico, según su estrategia de virulencia. De este modo, las mutuas 
interacciones antagónicas entre la ruta del SA y del JA asegurarían que no se 
activasen respuestas de defensas inapropiadas frente a determinados patógenos 
(kunkel & Brooks, 2002). Por ejemplo, la ruta del SA promueve la muerte celular 
programada, por lo que es ventajoso evitar que se active en la planta frente a 
patógenos necrótrofos, que utilizan toxinas inductoras de la muerte celular como 
factores de virulencia (O´Donnell y col., 2001). 
 
Mecanismos de defensa contra Botrytis cinerea 
 
Como se ha introducido anteriormente, la resistencia a Botrytis cinerea en 
Arabidopsis thaliana depende de la señalización mediada por JA y de la producción 
de camalexina. En la tabla I.2 se muestran algunos mutantes de Arabidopsis para 
los que se ha testado su susceptibilidad a B. cinerea (Ferrary y col., 2003). 
Las mutaciones que bloquean la ruta del JA, incluyendo coi1 (Thomma y col., 
1998) y jar1 (Ferrari y col., 2003) aumentan la susceptibilidad de Arabidopsis. La 
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expresión de algunos genes de respuesta a JA está regulada por el factor de 
transcripción JIN1. Curiosamente, las plantas mutantes jin1 son más resistentes a 
Botrytis cinerea (Lorenzo y col., 2004). Aparentemente, la señalización vía 
jasmónico lleva a la expresión de dos clases de genes: unos regulados por JIN1, 
que tienen un efecto neto negativo sobre la resistencia y otros no regulados por 
JIN1, que tienen un efecto neto positivo sobre la resistencia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Todas estas observaciones han llevado a concluir que la activación de la ruta de 
señalización del JA es la responsable de conferir a las plantas una mayor resistencia 
a patógenos necrótrofos. Sin embargo, el aislamiento y caracterización del mutante 
bos1 (botrytis susceptible1) constituye una excepción. BOS1 codifica un factor de 
transcripción que se induce en la infección por B. cinerea. Su disrupción en el 
mutante bos1 provoca la inducción constitutiva del gen PDF1.2. Sin embargo, el 
mutante presenta una elevada susceptibilidad a hongos necrótrofos (Mengiste y 
col., 2003). 
Como ya se ha indicado, la producción de camalexina también contribuye a la 
resistencia, al menos a ciertas cepas de Botrytis cinerea, puesto que los mutantes 
pad3 muestran una mayor susceptibilidad (Ferrari y col., 2003). Cabe destacar, sin 
embargo, que otro grupo de investigación que trabajaba con otra cepa no encontró 
una mayor susceptibilidad en las plantas pad3 (Thomma y col., 1999a).  
A diferencia de la estrategia de defensa frente a otros necrótrofos, como A. 
brassicicola, la resistencia a B. cinerea requiere la señalización dependiente de ET. 
Tabla I.2. Líneas isogénicas de Arabidopsis alteradas en alguna ruta de defensa y su 
susceptibilidad a Botrytis cinerea. Figura de Ferrari y colaboradores, 2003. 
Introducción 
 43
El bloqueo de la ruta del ET, causado por la mutación ein2, produce un aumento de 
la susceptibilidad (Thomma y col., 1999a; Ferrari y col., 2003). Además, la 
sobreexpresión del factor de transcripción ERF1 aumenta la resistencia (Berrocal-
Lobo y col., 2002). Parece como si los genes que tienen un papel importante en la 
resistencia a Botrytis cinerea se encuentren en un grupo corregulado por JA y ET y 
que ERF1 active muchos de estos genes (Glazebrook, 2005).  
Para un patógeno necrótrofo como este, se espera que la señalización 
dependiente de SA no contribuya a la resistencia. Las plantas mutantes eds5, sid2, 
pad4 o npr1 no exhiben una mayor susceptibilidad (Ferrari y col., 2003). Sin 
embargo, la aplicación de inhibidores de la PAL aumenta la susceptibilidad (Ferrari 
y col., 2003; Govrin & Levine, 2002). Es posible que la pequeña porción de ácido 
salicílico que es sintetizado a traves de la PAL sea importante para limitar la 
propagación local de Botrytis cinerea. Por otra parte, el doble mutante ein2-npr1 
resultó más susceptible a Botrytis que ein2, lo que indica una implicación de la ruta 
del SA en la resistencia a B. cinerea (Ferrari y col., 2003). El mutante enhanced 
disease susceptibility 4 (eds4), responde normalmente al SA exógeno a 
concentraciones altas, pero es insensible a concentraciones bajas y es más 
susceptible a B. cinerea (Gupta y col., 2000; Ferrari y col., 2003).  Además el 
tratamiento con SA o con BTH (un análogo del ácido salicílico) también reduce el 
tamaño de la lesión (Ferrari y col., 2003; Zimmerli y col., 2001). Como hemos 
indicado anteriormente, B. cinerea tiene una fase inicial muy corta de biotrofismo 
en su ciclo vital en la cual es susceptible a los mecanismos de defensa mediados 
por SA. 
Existen otros genes necesarios para la resistencia a B. cinerea que aún no están 
completamente estudiados. Entre ellos estan incluidos BOS1, BOS2, BOS4 y ESA1 
(Mengiste y col., 2003; Tierens y col., 2002; Veronese y col., 2004).  BOS1 codifica 
un factor de transcripción R2R3Myb (Mengiste y col., 2003). Además de 
comprometer la resistencia frente a los necrótrofos B. cinerea y a A. brassicicola, la 
mutación bos1 reduce la tolerancia a la sequía, a la salinidad y al estrés oxidativo. 
BOS1 podría actuar en la señalización dependiente de JA, puesto que su inducción 
por infección está bloqueada en los mutantes coi1. La mutación bos3 reduce 
considerablemente la expresión de PDF1.2, reafirmando la idea de que un defecto 
en la ruta del ET/JA también aumenta la susceptibilidad a B. cinerea (Veronese y 
col., 2004). Los niveles de camalexina son más reducidos en el mutante bos4, 
además de ser más susceptible a B. cinerea y a A. brassicicola. Consistentemente, 
los mutantes pad2 (phytoalexin deficient 2), en los que la inducción de camalexina 
se ve reducida, también son menos resistentes pero su susceptibilidad es más 
severa que la de los mutantes pad3, en los que la inducción de camalexina es 
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indetectable, lo que indica que ese fenotipo no se debe sólo a una reducción en los 
niveles de camalexina (Ferrari y col., 2003). Se cree que ESA1 está implicado en la 
respuesta a ROS (Tierens y col., 2002).  La mutación esa1 también reduce la 
producción de camalexina y la expresión de PDF1.2 y aumenta la susceptibilidad a 
B. cinera y a A. brassicicola (Tierens y col., 2002). Al igual que las plantas bos1, los 
mutantes esa1 son más sensibles al estrés oxidativo, sugiriendo una conexión entre 
la tolerancia al estrés  oxidativo y la señalización dependiente de JA, por un lado y 
la resistencia a necrótrofos, por el otro.  
B. cinerea podría promover la producción de ROS como mecanismo de 
virulencia para inducir una forma de respuesta hipersensible (HR) y así inducir la 
muerte celular (Govrin y col., 2000). Esta acumulación de ROS está relacionada con 
el gen HSR203J de tabaco. En el tejido infectado hay altos niveles de ROS y el 
aumento de los niveles de peróxido de hidrógeno por adición de glucosa y de 
glucosa oxidasa, o por inhibición de la catalasa, resultó en un aumento del 
crecimiento de B. cinerea. Otros trabajos han apoyado esta idea. Al expresar genes 
animales antiapoptosis, para inhibir la HR en plantas de tabaco, aumentó la 
resistencia a B. cinerea (Dickman y col., 2001). La sensibilidad a los ROS de los 
mutantes bos1 y esa1, que se ha tratado anteriormente, también apoya que la 
tolerancia a los ROS es importante en la resistencia a los hongos necrótrofos 
(Mengiste y col., 2003; Tierens y col., 2002). El gen de tomate Ep5C codifica una 
enzima de tipo peroxidasa, que se induce de forma muy rápida tras la aplicación de 
H2O2, así como a las pocas horas tras la inoculación de B. cinerea, entre otros 
patógenos (Coego y col., 2005b). También se ha utilizado el promotor de este gen 
en Arabidopsis para buscar mutantes desregulados en su expresión (Coego y col., 
2005a). Los autores encontraron el mutante recesivo overexpressor of cationic 
peroxidase3 (ocp3). Las plantas ocp3 en ausencia de patógeno muestran una 
mayor acumulación de H2O2 y sin embargo, son más resistentes a B. cinerea. La 
caracterización molecular del mutante desveló que ocp3 posee expresión 
constitutiva de los genes PDF1.2 y GST-6 y que su resistencia es dependiente de 
JA. OCP3 codifica un factor de transcripción cuya expresión se ve reprimida, tanto 
por la aplicación exógena de JA, como por la infección por hongos necrótrofos, por 
lo que los autores propusieron que OCP3 actuaría como un represor de la respuesta 
a necrótrofos dependiente de JA (Coego y col., 2005a).  
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Respuestas sistémicas inducidas 
 
Además de las defensas locales, las plantas han desarrollado un tipo de respuesta 
defensiva frente a subsiguientes ataques por patógenos, en otras partes de la 
planta alejadas de la zona de infección. La expresión de esta respuesta inducida no 
requiere la existencia de genes de resistencia específicos contra el patógeno, sino 
que se desarrolla mediante la activación de los mismos mecanismos generales de 
defensa ya descritos (Heath, 1998). 
 
Resistencia sistémica adquirida (SAR) 
 
Un tipo de resistencia inducida es la que adquiere la planta tras la infección por 
un patógeno avirulento necrotizante, y se le denomina resistencia sistémica 
adquirida (SAR) (Durrant & Dong, 2004). Este término fue acuñado por primera vez 
para describir la resistencia inducida en las hojas superiores de las plantas de 
tabaco, tras desarrollar lesiones necróticas en las hojas inferiores inoculadas con 
TMV (Ross, 1961). Diversos estudios pusieron de manifiesto que la SAR era un 
fenómeno independiente de la naturaleza del inóculo inicial (Metraux y col., 2002), 
y que una vez activado, una interacción normalmente compatible podía convertirse 
en incompatible (Uknes y col., 1992; Mauch-Mani & Slusarenko, 1996). 
Inversamente, cuando se incapacita el desarrollo de la SAR, una interacción 
normalmente incompatible se vuelve compatible (Delaney y col., 1994; Mauch-Mani 
& Slusarenko, 1996). Se ha demostrado que esta respuesta es efectiva contra 
diversos hongos biótrofos y bacterias (Metraux y col., 2002; Thomma y col., 
1998a). En tabaco produce una considerable reducción de los síntomas de las 
enfermedades causadas por Phytophthora parasitica, Cercospora nicotianae y 
Peronospora tabacina (Vernooij y col., 1995) y no sólo confiere resistencia frente al 
TMV, sino también frente al virus de la necrosis del tabaco (TNV) y a las bacterias 
P. syringae pv. Tabaci y Erwinia carotovora (Vernooij y col., 1995). Por el contrario, 
la SAR no es efectiva contra Botrytis cinerea o Alternaria alternata (Ryals y col., 
1996). El tabaco es el modelo mejor caracterizado de SAR, pero otras plantas 
responden de manera similar. En Arabidopsis, la SAR es efectiva contra P. 
parasitica, PstDC3000 y TCV y los genes inducidos son los mismos que en tabaco 
(Uknes y col., 1992). La SAR está mediada por el SA, puesto que el primer evento 
que se observa en su desarrollo es la acumulación de esta hormona, tanto a nivel 
local como sistémico. Sin embargo, se ha demostrado que el SA no es la señal 
móvil del SAR (Sticher y col., 1997). DIR1 es un gen que codifica una proteína 
transportadora de lípidos localizada en el apoplasto, que es necesaria para la 
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inducción de esta respuesta y se ha sugerido que interaccionaría con un derivado 
lipídico, lo que permitiría una señalización a larga distancia del SAR (Maldonado y 
col., 2002). Además, el receptor de SA en tabaco, SABP2, es una lipasa cuya 
actividad es estimulada por la unión de SA, lo que podría generar esa señal lipídica 
(Kumar & Klessig, 2003). Por otra parte, la proteína SFD1 (supressor of fatty acid 
desaturase deficiency 1), que es requerida para la SAR, parece estar implicada 
también en el metabolismo de lípidos (Nandi y col., 2004). Estas observaciones 
apuntan a que los derivados lipídicos son importantes componentes de la 
señalización a larga distancia en la SAR.  
Recientemente hay autores que han sugerido que el JA juega un papel en el 
establecimiento de la SAR (Truman y col., 2007). En este estudio se demuestra que 
es necesaria una rápida inducción de genes de biosíntesis y de respuesta a JA en el 
tejido sistémico para el desarrollo de la SAR contra PstDC3000 en Arabidopsis. 
Estos estudios postulan nuevamente una interacción sinérgica entre las rutas del 
SA y del JA. 
 
Resistencia sistémica inducida (ISR) 
 
Otro tipo de resistencia inducida es la producida por bacterias no patógenas, que 
son rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), denominada 
resistencia sistémica inducida (ISR). En contraste con la SAR, la ISR es efectiva 
contra necrótrofos y se caracteriza por su dependencia de las hormonas JA y ET 
(Pieterse & Van Loon, 1999; Pieterse & Van Loon, 2004; Ahn y col., 2007). En 
Arabidopsis resulta de la interacción con la bacteria no patogénica Pseudomonas 
fluorescens WCS417r y está mediada por JA y ET (Pierterse y col., 1996 y 1998; 
Thomma y col., 1998a). En tomate la ISR protege contra diversos patógenos (Duijff 
y col., 1998) y puede ser producida por Pseudomonas aeruginosa 7NSK2, que 
induce resistencia a B. cinerea (Audenaert y col., 2002a).  
Así como la acumulación de PRs es el sello distintivo de SAR, no se han detectado 
proteínas relacionadas con la defensa en las plantas que desarrollan ISR. Sin 
embargo, en ambos casos tras la inoculación con el patógeno, se produce una 
mayor y más rápida expresión de genes relacionados con la defensa, fenómeno 
descrito como cebado o priming (Van Loon y col., 2006a). 
SAR e ISR tienen elementos reguladores en común, puesto que el establecimiento 
de ambos estados está bloqueado en el mutante npr1, que originariamente fue 
descrito como regulador clave de SAR. La activación de NPR1 conduce a la 
expresión de genes PR en SAR, algo que no sucede en ISR (Cao y col., 1994; 
Pieterse y col., 1998). NPR1 es capaz de regular diferencialmente tanto ISR como 
Introducción 
 47
SAR, dependiendo de la ruta activada. En la figura I.12 se muestra un esquema de 
las interrelaciones entre ambos tipos de resistencias inducidas en Arabidopsis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resistencia inducida por herida (WIR) 
 
Entre los tipos de respuesta sistémica caracterizados se encuentra la resistencia 
inducida por herida (WIR), típicamente asociada al daño producido por insectos 
hervíboros al alimentarse de la planta (Gatehouse, 2002; Howe, 2004). Green y 
Ryan (1972) mostraron por primera vez que las heridas inflingidas en hojas de 
tomate y de patata producían una expresión sistémica de inhibidores de proteasas 
(PIs), que bloqueaban la actividad de las enzimas digestivas del intestino medio de 
los insectos herbívoros (Green & Ryan, 1972). Entre las señales implicadas en la 
activación de esta ruta en tomate está la sistemina, que es un péptido de 18 
aminoácidos derivado de la lisis de la prosistemina. Ésta y otras señales activan la 
Figura I.12. Esquema de las interrelaciones que existen entre la SAR y la ISR en 
Arabidopsis y la efectividad de cada tipo de resistencia contra varios tipos de patógenos 
de plantas. Figura adaptada de Pieterse y colaboradores, 2002. 
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expresión de un PI, a través de la ruta de la síntesis de JA. La sistemina se une a 
un receptor quinasa de la superficie celular, SR160, que además funciona como un 
receptor de los brasinosteroides (Scheer & Ryan, 2002; Montolla y col, 2002). La 
transducción de esta señal en la activación de la síntesis de JA aún es desconocida. 
Una posibilidad es que la sistemina sea translocada desde el sitio de la herida a las 
hojas distales y allí active la ruta de los octadecanoides y la expresión de PI. Otro 
modelo postula que la sistemina actuaría localmente en el sitio de la herida para 
elicitar la producción de JA, que sería la señal móvil para la expresión de PI. Los 
resultados obtenidos con el mutante jai1 apoyan el segundo modelo (Ryan & 
Moura, 2002). El actual repertorio de mutantes deficientes en la respuesta a herida 
se pueden clasificar en: mutantes deficientes en la síntesis de JA, en la percepción 
de JA o en la función de la sistemina (ver tabla I.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De los estudios genéticos realizados con estos mutantes se evidencia que la 
herida y la sistemina activan la expresión de PI a través de una ruta de señalización 
común que requiere JA y que los jasmonatos son los componentes cruciales en la 
señal móvil (Howe, 2004). El tomate también ha sido ampliamente utilizado como 
modelo. En la figura I.13 se muestra un modelo propuesto para WIR (Schilmiller & 
Howe, 2005).  
El tejido dañado por herida mecánica o por el ataque de insectos activa la síntesis 
de JA a partir del ácido linoleico. La ruta de los jasmonatos está regulada, como ya 
se ha descrito previamente, tanto por señales directas como indirectas, que se 
producen en el frente del tejido donde se está alimentando el insecto, incluyendo 
sistemina (Ryan, 2000), OGAs, ET, ABA, ROS, NO y conjugados de ácidos grasos 
con aminoácidos derivados del insecto (FACs). Estas señales pueden producir un 
efecto positivo o negativo sobre la ruta. Algunas señales promueven efectos 
Tabla I.3. Mutantes de tomate deficientes en WIR. Figura de Schilmiller & Howe, 2005. 
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opuestos sobre diferentes plantas. Por ejemplo, los OGAs y el ET promueven las 
respuestas a herida en tomate, pero inhiben ciertas respuestas a herida en 
Arabidopsis. Hay que destacar la existencia de una ruta independiente de JA en 
respuesta a herida (Leon y col., 2001; Howe, 2004). Las señales de herida que 
regulan la expresión de estos genes independientes de JA y COI1 (figura I.13, en 
rojo) aún son desconocidas y se sabe muy poco de la función fisológica de esta 
ruta, pero parece que algunas de estas respuestas son promovidas por señales 
físicas (Malone, 1996; Stratmann & Ryan, 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Recientemente se ha descubierto que el mutante deficiente en JA acx1 de tomate, 
es deficiente en una Acil-CoA oxidasa (ACX1A), que cataliza el primer paso en la 
etapa de β-oxidación en la ruta de los octadecanoides (Li y col., 2005). La mayor 
susceptibilidad de las plantas acx1 frente a la oruga del tabaco Manduca sexta, 
indica que el JA o alguno de sus derivados, es la señal crucial para la resistencia 
inducida a insectos hervívoros. Otros experimentos con injertos en las plantas acx1 
Figura I.13. Modelo general de inducción de los genes de respuesta  a herida. Figura de 
Schilmiller & Howe, 2005. 
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demostraron que el factor que genera la señal sistémica o la señal sistémica en sí, 
es un producto de la espiral de β-oxidación. Estas observaciones apoyan una 
implicación de los peroxisomas en la producción de moléculas señalizadoras con 
base lipídica que promueven la respuesta de defensa sistémica. Teniendo en cuenta 
todos estos datos surge la posibilidad de que el estrés biótico pueda ser un estímulo 
general para la proliferación de peroxisomas, los cuales estarían implicados en la 
inmunidad sistémica (Cruz Castillo y col., 2004; Schenk y col., 2003; Lopez-
Huertas y col., 2000). 
 
 Factores que influyen en la resistencia inducida 
 
Dado que la resistencia inducida se basa en la respuesta de la planta, también 
puede estar influida por el ambiente y por el genotipo de la misma. En Arabidopsis 
se han observado diferencias en la elicitación de la ISR según el ecotipo estudiado 
(Ton y col, 1999; Van Wees y col., 1997). Asímismo, se ha propuesto que la 
exposición de las plantas a estreses abióticos puede influir en su resistencia a 
patógenos (Ayres, 1980). Por una parte se observó que el estrés hídrico aumentaba 
la susceptibilidad a patógenos foliares (Oerke y col., 1992). Sin embargo, se había 
observado que el crecimiento en suelos secos confería resistencia al oidio producido 
por Erysiphe graminis en cebada (Ayres & Woolacott, 1980). Otros autores 
encontraron que el alivio del estrés hídrico llevaba al inicio de la resistencia a 
Erysiphe graminis por el gen Mlo en cebada de primavera (Newton & Young, 1996; 
Baker y col., 1998). La resistencia basada en el gen Mlo consiste en una resistencia 
a la penetración del hongo, que se cree asociada con una rápida acumulación de 
calosa en la papila que se forma debajo del apresorio del hongo (Skou, 1982). Más 
recientemente, Wiese y colaboradores (2004) mostraron que el estrés osmótico 
puede llevar a la inducción de defensas activas contra Blumeria graminis en 
cebada. La activación de las defensas resultó ser dependiente de la intensidad del 
estrés y el mecanismo de contención del patógeno era por formación de papilas. El 
resultado más interesante fue que la resistencia era igualmente dependiente de la 
concentración de ácido abscísico (ABA) aplicado por la raíz. Estas observaciones 
demostraron que la resistencia de la planta puede ser influida por estreses 
abióticos. Como ya se ha descrito en los apartados anteriores, otras evidencias más 
recientes han implicado a la hormona ABA directamente en la defensa de las 
plantas frente a patógenos (Mauch-Mani & Mauch, 2005) y han puesto de 
manifiesto el papel regulador del ABA entre las rutas dependientes de SA y JA 
(Flors y col., 2008). Todo ello ha despertado un gran interés por el estudio de la 
interrelación entre estréses bióticos y abióticos (Anderson y col., 2004; Fujita y 
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col., 2006). Una explicación evolutiva para que todos estos mecanismos de defensa 
sean inducibles, en lugar de expresarse constitutivamente, es que conllevan costes 
para las plantas, ya que requieren la translocación de recursos limitados, afectando 
a su crecimiento y reproducción (Bostock, 2005). De hecho, hay evidencias 
experimentales de este supuesto, ya que se ha demostrado que en ausencia de 
patógenos, las plantas de Nicotiana attenuata tratadas con JA producen menos 
semillas. En cambio, bajo presión moderada de hervívoros, el tratamiento resulta 
beneficioso (Baldwin, 1998). Por otra parte, la expresión constitutiva de inhibidores 
de proteasas en estas mismas plantas también afecta al bienestar de la planta 
(Zavala y col., 2004). 
 
 
ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL DE FITOPATOLOGÍAS FÚNGICAS 
 
El control de fitopatologías fúngicas se ha basado tradicionalmente en el uso de 
compuestos fungicidas. En los últimos años se ha comenzado a trabajar en la 
aplicación de técnicas próximas a la lucha integrada, que sean respetuosas con el 
medio ambiente y reduzcan el uso de productos químicos, entre las que cabe 
destacar la biotecnología aplicada a cultivos (Lamb, 1992), el uso de antagonistas 
biológicos (Janisiewicz, 1995), la inducción de las defensas naturales de las 
plantas con compuestos naturales biodegradables (Lyon, 1995; Elgaouth y col., 
1992 a y b) y el uso de compuestos de baja toxicidad con capacidad 
antimicrobiana (Osbourn, 1996). El capítulo segundo de la presente tesis tratará 
aspectos relacionados con las dos últimas estrategias. A continuación se 
describirán los fungicidas que se han usado para el control de B. cinerea, así 
como algunos ejemplos de biotecnología aplicada y de antagonistas biológicos 
utilizados. 
 
 Historia del control químico de Botrytis cinerea 
 
Ya los romanos utilizaban sulfuro para controlar este patógeno en sus viñas 
mientras que en Alemania se recomendó el uso de sulfuro y potasio por primera 
vez en 1793 (Rosslenbroich & Stuebler, 2000).  
Ya en el siglo XX el control de B. cinerea se basaba en el uso de dicarboximidas y 
benzimidazoles. Los benzimidazoles son inhibidores de la formación de 
microtúbulos (Yarden & Katan, 1993). Los benzimidazoles carbendazima o MBC, el 
benomilo y el metil-tiofanato fueron introducidos a principios de los años ochenta 
en muchas viñas europeas para controlar la podredumbre gris. Estos compuestos 
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no afectan a la germinación de las esporas de B. cinerea, pero inhiben la elongación 
del tubo germinativo y el crecimiento del micelio a bajas concentraciones (Leroux y 
col., 1998). Se detectaron dos fenotipos de resistencia a los benzimidazoles en las 
poblaciones de B. cinerea en las viñas francesas (Leroux y col., 1998; Leroux & 
Chapeland, 1999; Faretra & Pollastro, 1991). las dicarboximidas afectan a la 
osmorregulación, causan permeabilización celular y peroxidación lipídica (Latorre y 
col., 1994; Lee y col., 1998). Las dicarboximidas clozolinato, iprodiona, 
procimidona y vinclozolina se caracterizan por la pesencia de un grupo 3,5-
diclorofenilo y desbancaron a los benzimidazoles entre finales de los ochenta y 
principios de los noventa, pero su uso intensivo llevó a la aparición de resistencias 
(Leroux y col., 1998 y 1999). El benomilo, el clozolinato y la vinclozolina han sido 
excluidos de la lista de sustancias activas aceptadas para su uso fitosanitario 
(Anexo I de la Directiva 91/414/CEE (246),13 de Diciembre de 2007). 
Después, los fungicidas utilizados en viñas contra B. cinerea fueron el tiram 
(ditiocarbamato), el captan, la diclofluanida, el folpet (derivados del 
clorometilmercaptano) y el clortalonil (ftalonitrilo). Su acción preventiva es debida a 
su capacidad de inhibir la germinación, que está relacionanda con el bloqueo de 
varios enzimas implicados en la germinación con grupos tioles en su estructura. Sin 
embargo, su uso práctico fué restringido porque resultaban débiles botricidas y 
podían retrasar la fermentación del mosto (Leroux y col., 2002). Además, 
aparecieron resistencias, sobre todo a la diclofluanida, en varios paises de Europa 
(Rewal y col., 1991; Pollastro y col., 1996). La diclofluanida ha sido excluida de la 
lista de sustancias activas aceptadas para su uso fitosanitario (Anexo I de la 
Directiva 91/414/CEE (246),13 de Diciembre de 2007). 
A partir de 1990 llegaron al mercado nuevos botricidas con diferentes modos de 
acción, que suponían opciones efectivas para el control de B. cinerea y para evitar 
la aparición de resistencias (Rosslenbroich & Stuebler, 2000).  
Un grupo de estos botricidas son las anilinopirimidinas ciprodinil, pirimetanil, y 
mepanipirim (recientemente introducida en la lista de sustancias activas aceptadas 
para su uso fitosanitario). Son fungicidas que inhiben la sínteis de metionina 
(Masner y col., 1994; Fritz y col., 1997). Los tres son efectivos contra varios 
ascomicetos y adelomicetos. Fueron introducidos en varios paises europeos a mitad 
de la última década del siglo XX. El pirimetanil y el mepanipirim son especialmente 
activos contra B. cinerea (Masner y col., 1994; Fritz y col., 1997). Otra cualidad 
común en las anilinopirimidinas es la capacidad de inhibir la secreción de enzimas 
hidrolíticas fúngicas (celulasas, cutinasas, lipasas, proteasas) implicadas en el 
proceso de infección (Miura y col., 1994; Milling & Richardson, 1995). Los estudios 
in vitro realizados en medio mínimo mostraron que las anilinopirimidinas no afectan 
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a la germinación de las esporas de B. cinerea, pero inhiben la elongación del tubo 
germinativo y el crecimiento inicial del micelio a bajas concentraciones. Por ello 
poseen actividad protectora y curativa. En medio completo la respuesta era variable 
debido a la capacidad del hongo para obtener nutrientes que le permitían sortear el 
modo de acción de las anilinopirimidinas. El estudio de seguimiento de la aparición 
de cepas resistentes llevado a cabo en viñas francesas desde 1994 encontró tres 
fenotipos de resistencia entre los aislados de B. cinerea (Leroux & Chapeland, 
1999). 
Otros fungicidas utilizados en el control de B. cinerea son el fenpiclonil y el 
fludioxonil, pertenecientes al grupo de los fenilpirroles, que son derivados del 
antibiótico pirrolnitrina, el cual es producido por algunas especies de Pseudomonas 
sp. El espectro de actividad antifúngica de los fenilpirroles es similar al de las 
dicarboximidas. El efecto antagonista del α-tocoferol sobre el efecto del fenpiclonil 
en B. cinerea sugiere que este fungicida estimula la formación de especies reactivas 
de oxígeno (ROS), induciendo la peroxidación (Leroux y col., 1992). El fludioxonil 
es un fungicida no sistémico que se ha utilizado en las viñas francesas desde 1995. 
Inhibe la germinación, la elongación del tubo germinativo y el crecimiento del 
micelio de B. cinerea. Se comercializa mezclado con la anilinopirimidina ciprodinil 
(COMPO, Syngenta Crop protection AG, Suiza).  
También están los fungicidas hidrocarbonados aromáticos (AHF). El diclorano es 
especialmente efectivo contra B. cinerea en lechuga y en frutos almacenados, pero 
también se han detectado resistencias (Leroux y col., 1999). La hidroxianilida 
fenhexamida pertenece al grupo de fungicidas inhibidores de la síntesis de esteroles 
(SBI) y es la más efectiva contra B. cinerea. La fenhexamida fué introducida a 
finales del siglo XX (Rosslenbroich & Stuebler, 2000). La fenhexamida, al igual que 
ocurre con otros SBIs, inhibe la germinación de las esporas tan sólo a 
concentraciones relativamente altas. Sin embargo, es un eficaz inhibidor de todos 
los demás estados de desarrollo de B. cinerea. Poco después del inicio de la 
germinación, el tubo germinativo de las esporas tratadas para de crecer y éstas 
muestran estructuras granulosas en el citoplasma, como uno de los primeros 
síntomas visibles (Pontzen & Scheinpflug, 1989). El citoplasma entonces empieza a 
coagularse y a retraerse. Las esporas y los tubos germinativos se colapsan y 
mueren antes de penetrar en la superficie de la planta. Las esporas germinadas y 
tratadas con fenhexamida muestran una excreción anormal, que se supone material 
citoplasmático o derivado de la pared celular del hongo. Estas observaciones 
sugieren que la fenhexamida afecta a la integridad y a la funcionalidad de la 
membrana plasmática o de la pared celular (Rosslenbroich & Stuebler, 2000). Otros 
inhibidores de la síntesis de esteroles utilizados en agricultura contra B. cinerea son 
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el procloraz y algunos derivados de los triazoles, como el tebuconazol. Ya se han 
encontrado cepas de B. cinerea resistentes a fungicidas inhibidores de la síntesis de 
esteroles en varios países (Elad y col., 1992). También se han encontrado fenotipos 
de resistencia a fenhexamida in vitro en poblaciones de B. cinerea aisladas de 
cultivos (Chapeland y col., 1999; Leroux y col., 2002). 
Tanto las dicarboximidas como los fenilpirroles y los AHFs más tóxicos, inhiben la 
germinación y el crecimiento del micelio de B. cinerea, siendo más eficaces en el 
segundo proceso. Además producen alteraciones del tubo germinativo similares 
(hinchamiento, plasmolisis, ramificaciones). Inducen peroxidación lipídica, la lisis de 
la membrana y otros efectos tóxicos que podrían estar relacionados con la 
formación de ROS (Leroux y col., 1992). Se cree que estos fungicidas son los 
únicos compuestos comerciales que actúan sobre los patógenos de plantas 
mediante la inhibición de una protein quinasa (Ochiai y col., 2001; Oshima y col., 
2002). 
El fluazinam es una fenilpirimidina y un fungicida de amplio espectro. Es 
altamente tóxico para las esporas y el micelio de B. cinerea y su mecanismo de 
acción esá relacionado con el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa 
mitocondrial (Guo y col., 1991). El fluazinam se ha utilizado en Japón desde 1990 
contra la podredumbre gris en diversos cultivos aunque fue introducido en las viñas 
francesas en 1999. En Japón aparecieron cepas de B. cinerea resistentes (Tamura y 
col., 2000). 
Muchas estrobilurinas como la azoxistrobin y la metominsrobina han podido 
controlar las podredumbres causadas por B. cinerea en varios cultivos, incluídas 
verduras, plantas ornamentales y fresa (Dacol y col., 1998). Sin embargo, en 
algunas situaciones, especialmente sobre uva, su eficacia no fué satisfactoria. 
En conclusión, el control de este patógeno es particularmente difícil y ha sido 
basado tradicionalmente en el uso de fungicidas comerciales, lo que ha llevado a la 
aparición de cepas resistentes (Leroux y col., 2002), además de contribuir a la 
contaminación de los suelos y de las aguas (Knight y col., 1997). El desarrollo de 
resistencias a los fungicidas químicos, la falta de sustitutos adecuados, y el 
creciente interés social sobre los peligros ambientales y de salud que tienen estos 
pesticidas, han generado un gran interés en el desarrollo de métodos de control 
alternativos, que sean menos tóxicos y más favorables ambientalmente. Además, el 
estricto control sobre la utilización de productos fitosanitarios convencionales, 
generado por la aplicación de la Directiva 91/414/EC, ha derivado en una necesidad 
de ofertar alternativas para la protección vegetal de bajo impacto ambiental. Los 
plaguicidas actualmente registrados están siendo revisados por la Comisión de la 
Unión Europea. Este proceso conducirá, con toda probabilidad, a la prohibición de 
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numerosas sustancias activas, usadas habitualmente (Montesinos y  col., 2003). 
Por ello es importante buscar nuevos compuestos con propiedades antifúngicas 
potentes pero no tóxicas y/o compuestos que puedan ofrecer una alternativa a los 
clásicos fungicidas para el control de B. cinerea y de otras fitopatologías en general. 
 
 
 Biotecnología aplicada a cultivos 
 
Quizá el ejemplo más conocido y extendido de biotecnología aplicada a cultivos 
sea el maíz BT. El maíz BT es aquel en el que se ha introducido un gen de Bacillus 
thuringiensis, una bacteria naturalmente presente en el suelo. El gen codifica una 
toxina muy eficaz y selectiva contra las larvas de lepidópteros. Esta proteína se 
denomina la endotoxina delta Bt. Esta toxina (Cry1Ab), no afecta a otros órdenes 
de artrópodos y se considera segura para el resto de los animales y para el medio 
ambiente. El maiz Bt fue el primer cultivo genéticamente modificado producido en 
España, que comenzó en 1998 (Alcalde & Cámara, 2007). En los años 90, el énfasis 
en las estrategias de control de fitopatologías fúngicas apuntaba a las plantas 
transgénicas que contuviesen compuestos antifúngicos de orígen heterólogo (Hain y 
col., 1993). Sin embargo, los patógenos necrótrofos tales como B. cinerea están 
bien adaptados a sobrevivir en un ambiente hostil lleno de compuestos antifúngicos 
(Quidde y col., 1998; de Waard, 2006). Por otra parte, hay que destacar que la 
producción comercial de organismos modificados genéticamente tiene diversas 
dificultades legislativas y sociales en la Unión Europea. A nivel de investigación 
existen varios ejemplos de la aplicación de la biotecnología a cultivos para mejorar 
su resistencia a patógenos. Las proteínas RAR1 y SGT1 funcionan sinergísticamente 
o antagónicamente en la respuesta innata de la planta. La sobreexpresión de 
OsRar1 y OsSGT1 en arroz incrementó la resistencia basal a Xanthomonas oryzae, 
aunque dicha resistencia era específica de raza en cuanto al patógeno (Wang y col., 
2008). Por otra parte, se ha introducido el gen de la oxalato oxidasa (OxO) de trigo 
en chopo, tabaco, soja y girasol. La OxO derivatiza el ácido oxálico producido por 
patógenos fúngicos, por lo que confiere resistencia en estas plantas a estos 
patógenos (Berna & Bernier, 1997; Liang y col., 2001; Hu y col., 2003). 
Similarmente, la sobreexpresión de la oxalato descarboxilasa en tomate, tabaco o 
lechuga les confirió resistencia a Sclerotinia sclerotiorum (Kesarwani y col., 2000; 
Dias y col., 2006). Se ha intentado frenar la podredumbre gris por medio de la 
biotecnología en tomate (Powell y col., 2000) y en vid (Agüero y col., 2005) 
construyendo plantas transgénicas que expresen proteínas inhibidoras de las 
poligalacturonasas fúngicas. Esta estrategia ha tenido un éxito parcial, aunque la 
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deleción de una β-1,4-xilanasa retrasó la formación de la necrosis y la redujo más 
de un 70% (Brito y col., 2006). Muy recientemente se ha introducido el cDNA de la 
OxO de trigo en plantas de tomate, confiriéndoles más resistencia a B. cinerea 
(Walz y col., 2008). 
 
 
 Control biológico 
 
A final del siglo XX los microorganismos con capacidad de ser efectivos contra 
fitopatologías y patologías postcosecha ganaron considerable atención (Sugar & 
Spotts, 1999). Estos antagonistas pueden ser bacterias levaduras y hongos. El 
mecanismo común de biocontrol parece ser la competición por los nutrientes y el 
espacio (Mari y col., 1996b), pero otros mecanismos implican la producción de 
metabolitos antifúngicos (Janisiewicz y col., 1991), el parasitismo o una resistencia 
inducida, a veces asociada a una inhibición de la actividad enzimática del patógeno 
(Benhamou & Chet, 1996). El uso de bacterias no productoras de antibióticos y de 
levaduras parece prometedor. Los productos comerciales "Aspire" y "Bio-save" 
(USA) son formulados biológicos que contienen la levadura Candida oleophila y una 
cepa saprófita de P. syringae, respectivamente (Janisiewicz & Marchi, 1992). 
Janisiewicz & Jeffers (1997) encontraron que una preparación fresca de P. syringae 
confería resistencia a las manzanas frente a P. expansum y B. cinerea. 
 Una de las principales limitaciones del control biológico es el estrecho margen de 
condiciones ambientales en que pueden sobrevivir y actuar de forma eficaz los 
microorganismos, por el simple hecho de ser seres vivos. Esta limitación se acentúa 
en condiciones de campo y durante la formulación y conservación de estos 
productos biológicos. La formulación de los agentes de biocontrol difiere de la de los 
productos químicos en que, en los primeros, estamos hablando de microorganismos 
vivos, y durante el proceso de formulación se han de garantizar las condiciones 
necesarias para mantener su viabilidad, así como también durante toda la vida útil 
del producto. El trabajo con seres vivos implica un gran número de problemas 
técnicos que pueden conducir a la pérdida de viabilidad, inactivación e incluso 
muerte, si las condiciones son adversas. Sin embargo, el uso del control biológico 
puede mostrar mayores ventajas respecto a las sustancias sintéticas, ya que al  
tratarse de microorganismos que normalmente han sido aislados del propio 
hospedador, o del entorno donde posteriormente se aplican, es de esperar que su 
impacto ambiental sea inferior al que puede producir un fungicida de síntesis. Un 
producto formulado ha de presentar una vida útil suficientemente larga para que 
pueda ser manipulado, al menos a lo largo de la campaña de la fruta a proteger. 
Seis meses de vida útil se considera el mínimo tiempo aconsejable a conseguir y un 
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año en el caso de microorganismos es un resultado excelente. El empleo de 
microorganismos para contrarrestar el efecto de los patógenos de postcosecha se 
puede cuestionar por el impacto que puede tener su aplicación en el ecosistema 
existente. Su aplicación disminuye la población del patógeno diana, pero también 
podría alterar las poblaciones microbianas allí presentes. 
 
IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DEL SISTEMA TOMATE- BOTRYTIS CINEREA 
 
El tomate  (Solanum lycopersicum) es la hortaliza más difundida en todo el 
mundo y la de mayor valor económico. Su demanda aumenta continuamente y con 
ella su cultivo, producción y comercio. España es el séptimo país productor con una 
producción anual de 3.600.000 toneladas (fuente: FAO, datos del 2002) y exporta a 
numerosos países de América del Norte, África y Europa, aunque mayoritariamente 
a Reino unido, Francia, Alemania y Holanda (FAO, datos del 2004). Según la 
Consellería de Agricultura y Pesca sólamente en la Comunidad Valenciana tiene una 
producción de 121.245 toneladas (datos del 2005). Según el Ministerio de 
Agricultura y Pesca se dedica casi un 4% de la superficie de la Comunidad 
Valenciana al cultivo de hortalizas y un 0.025% de la superficie total cultivada 
(Datos del verano del 2005). Las variedades cultivadas suelen estar en 
monocultivos genéticamente uniformes localizados en amplias áreas de terreno, lo 
cual facilita el desarrollo de epidemias que disminuyen el rendimiento, la calidad y 
la seguridad de la cosecha. Así, se estima que las pérdidas de rendimiento por 
causas debidas a patógenos están alrededor del 10-20% (Kreps y col., 2002). 
Entre las enfermedades que afectan al cultivo de tomate una de las más 
frecuentes y difíciles de controlar es la causada por el hongo necrótrofo B. cinerea. 
Es un patógeno que ataca a un amplio número de especies vegetales, afectando a 
todos los cultivos hortícolas, pudiéndose comportar como parásito y saprófito. En 
plántulas produce marchitamiento. En hojas y flores se producen lesiones pardas. 
En frutos tiene lugar una podredumbre blanda (más o menos acuosa, según el 
tejido), en la que se observa el micelio gris del hongo. B. cinerea es el clásico 
patógeno de alto riesgo en cuanto a la aparición de resistencias (Brent & Hollomon, 
1998). Debido a sus condiciones climáticas, los cultivos en invernadero son más 
susceptibles al ataque por este patógeno. En este sentido, el riesgo de 
podredumbres por B. cinerea es más alto en España, Italia, Turquía, Corea del sur 
y Japón (Rosslenbroich & Stuebler, 2000). El control efectivo de B. cinerea a 
menudo requiere el uso de muchos tratamientos químicos, con resultados muchas 
veces insatisfactorios (Faretra & Pollastro, 1991; LaMondia & Douglas, 1997; 
Leroux, 1996).  
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Por otra parte, cabe destacar el interés del sistema tomate-B. cinerea como 
modelo experimental y existe un proyecto internacional para la secuenciación 
completa del genoma de Solanum lycopersicum (http://www.sgn.cornell.edu/) y ya 
hay disponible un banco de secuencias (NCBI). Cada vez hay más mutantes de 
tomate en las rutas conocidas de defensa disponibles para su uso en el estudio de 
la interacción planta-patógeno, así como herramientas para la obtención de nuevos 
mutantes o de plantas modificadas genéticamente para la expresión o 
sobreexpresión de genes. Por otra parte, B. cinerea es un patógeno necrótrofo 
estricto capaz de infectar más de 200 especies vegetales. La obtención de mutantes 
y el desarrollo de herramientas genéticas y moleculares para B. cinerea (Rolland y 
col., 2003; Tudzynski & Siewers, 2004),  así como la disponibilidad de un banco de 
ESTs (Viaud y col., 2005) y la reciente secuenciación de dos cepas de B. cinerea, 
(http://www.broad.mit.edu/) y (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) han animado a 
muchos investigadores a trabajar con este patógeno y como resultado, ha emergido 
como un modelo de patógeno necrótrofo. 
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OBJETIVOS DE LA PRESENTE TESIS 
 
Como ya se ha indicado en la introducción, la aplicación de fungicidas sintéticos 
es una práctica habitual en la lucha contra las enfermedades en frutos y vegetales 
durante su cultivo y almacenamiento post-cosecha (Knigth y col., 1997). Sin 
embargo, han aparecido resistencias entre las poblaciones de hongos, lo que 
conlleva una pérdida de la efectividad de los tratamientos. Además, los problemas 
relacionados con la incidencia negativa en la salud pública y el medio ambiente de 
estos productos, han llevado a que en la actualidad se hayan retirado algunos de 
los fungicidas más importantes. Estos problemas han llevado a que en la actualidad 
se considere un tema prioritario el desarrollo de sistemas alternativos al uso de 
fungicidas en la lucha contra las enfermedades de los cultivos.  
El objetivo principal de la presente tesis es el desarrollo de nuevas estrategias 
para el control de Botrytis cinerea basadas en la inducción de la resistencia natural 
de la planta.  Este objetivo ha sido abordado a través de dos aproximaciones 
experimentales cuyo desarrollo se describe en dos capítulos:  
 
1. El trabajo que se describe en el primer capítulo de la presente tesis se 
centra en el estudio del papel de las β-1,4-endoglucanasas Cel1 y Cel2 en la 
interacción tomate-Botrytis. 
 
2. El trabajo que se describe en el segundo capítulo apuesta por el uso de 
compuestos antifúngicos de baja toxicidad y el uso de inductores de las 
defensas naturales de las plantas en el sistema tomate-Botrytis, como una 
posible alternativa al uso de los fungicidas actuales para el control pre- y 
postcosecha de la podredumbre gris. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material biológico 
 
Genotipos 
 
En el capítulo I se han utilizado varios genotipos de tomate que se recogen en la 
siguiente tabla: 
                                              Cultivares                                   
 
 
T5 
 
Ailsa Craig Pearson 
 
Tipo de 
variación 
genética 
respecto 
del 
cultivar 
silvestre 
 
Plantas 
transgénicas 
antisentido 
 
Anti-Cel1 
Anti-Cel2 
Anti-Cel1-Cel2
  
 
Mutantes 
 
 rin Nr 
 
Mutantes 
modificados 
genéticamente
 
 rin-Cel2  
 
 
La herramienta principal de la que disponemos para llevar a cabo el estudio de las 
β-1,4-endoglucanasas (EGasas) consiste en plantas modificadas genéticamente, 
que se han transformado con los genes de las EGasas en orientación antisentido. 
Las plantas transgénicas antisentido fueron obtenidas por transformación del 
cultivar T5 con el gen Cel1 (Anti-Cel1) o Cel2 (Anti-Cel2) en orientación antisentido 
(Lashbrook y col., 1998; Brummell y col., 1999). La línea anti-Cel1-Cel2 fue 
generada por cruzamiento de las líneas Anti-Cel1 y Anti-Cel2. Se trata, por tanto, 
de plantas antisentido en las que, de forma constitutiva, no se expresa Cel1 
(plantas anti-Cel 1), Cel2 (plantas anti-Cel2) o ninguna de las 2 (plantas anti-Cel1-
Cel2) (Brummell y col., 1999; Brummell & Harpster, 2001; Lashbrook y col., 1998). 
Estas plantas no muestran un fenotipo diferente al del cultivar silvestre, salvo que 
las Anti-Cel1-Cel2 muestran un ligero retraso en la tasa de desarrollo. 
Por otra parte, se disponía de plantas mutantes de maduración. En concreto, se 
disponía del mutante Never ripe (Nr) en el fondo genético del cultivar Pearson y del 
mutante ripening inhibitor (rin) en el fondo genético de Ailsa Craig. Los frutos rin y 
Nr recolectados 36 dias post-antesis (equivalente al estado de maduración verde-
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maduro) son casi idénticos a los frutos de los correspondientes cultivares control en 
cuanto al tamaño, color y morfología y también muestran un desarrollo del lóculo 
similar. Sin embargo, mientras que los frutos del cultivar control continuan el 
proceso de maduración normal que conlleva la coloración y el ablandamiento de los 
tejidos, los mutantes rin y Nr muestran un retraso en la maduración; Los frutos 
continuan verdes y no se da el ablandamiento de los tejidos. Varias semanas 
despues de que los frutos del cultivar control han completado la maduración, los 
frutos Nr alcanzan una coloración anaranjada y un ablandamiento marginal de los 
tejidos (Rick & Butler, 1956; Hobson, 1967). Se observa el mismo fenotipo de 
maduración en los mutantes rin aunque en su caso los frutos alcanzan una 
coloración amarilla (Herner & Sink, 1973). Las plantas rin-Cel2 se obtuvieron 
transformando el mutante rin con el gen Cel2 usando un promotor específico de 
fruto (Alan Bennett, no publicado). Los frutos rin-Cel2 muestran el mismo fenotipo 
que los frutos rin pero alcanzan la coloración amarilla en menos tiempo que los 
frutos rin y muestran un mayor grado de ablandamiento en los frutos amarillos. 
Para los estudios del capítulo II, se han usado plantas del cultivar Ailsa Craig , del 
mutante deficiente en ácido jasmónico defenseless-1 y del mutante deficiente en 
ácido abscísico flacca en el fondo genético Ailsa Craig. Las semillas de los mutantes 
fueron proporcionadas por el "Tomato Genetics Resource Center" (Davis, USA).  
Tambien se utilizaron plantas del cultivar enano MicroTom.  
 
Cultivo de Plantas 
 
Para los estudios en planta las correspondientes semillas se sembraron en 
vermiculita. Las plantas se mantuvieron en vermiculita irrigada con solución 
nutritiva de Hoagland (pH=6) en condiciones de cámara de cultivo hasta alcanzar 
las 3 semanas de desarrollo. Después, las plantas se transfirieron a medio 
hidropónico, en cajas transparentes, conteniendo gradillas como soporte, y se 
mantuvieron en adaptación a la solución se Hoagland a 20 ºC con fotoperiodo de 
16h de luz/ 8h de oscuridad durante 5 días para su posterior inoculación o 
tratamiento. Las semillas de MicroTom se  sembraron en maceta con turba y fueron 
mantenidas en cámara a 24ºC con fotoperiodo hasta el desarrollo de los frutos. 
 
Obtención de Frutos 
 
Para la obtención de frutos de tomate se sembraron semillas de los distintos 
cultivares en maceta con turba y perlita. Las plantas se mantuvieron en condiciones 
de invernadero, regadas por sistema de goteo hasta el desarrollo de los frutos para 
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su cosechado. Las flores fueron marcadas en el momento inmediatamente posterior 
a la antesis, es decir, cuando el ovario fecundado medía entre 2-3 mm de diámetro, 
para obtener frutos del mismo tiempo de desarrollo. Los frutos se clasificaron en 
cuanto a su estado de maduración según el siguiente criterio: 
 
 
Patógeno 
 
El patógeno utilizado fue el hongo necrótrofo Botrytis cinerea CECT2100, 
procedente de la colección española de cultivos tipo. Se sembraron rutinariamente 
esporas de B. cinerea a partir de un glicerinado original, en placas petri sobre PDA 
(Potato dextrose agar, DIFCO, 213400), para los ensayos in vitro y sobre PDA 
suplementado con 40 mg/mL de hoja de tomate liofilizada, para los experimentos 
de infección en plantas y frutos de tomate. Las placas se mantuvieron en cámara 
incubadora a 24ºC, con luz suave. 
 
Obtención de esporas de B. cinerea 
 
Se obtuvieron esporas a partir de placas sembradas con B. cinerea de 15 días de 
incubación mediante el rascado en esterilidad. Las esporas se resuspendieron en 10 
ml de tween 20 (Sigma, 27,434-8) al 0,02%, se filtraron a través de algodón estéril 
Estado de 
maduración 
Descripción 
Dias posteriores a la 
antesis (d.p.a.) 
Verde 
maduro 
Fruto verde, lóculo sólido, semillas 
desarrolladas. 
36 d.p.a. 
MG4 
Fruto verde, lóculo licuado y 
ligeramente coloreado. 
40 d.p.a. 
Pintón 
Leve color rosado visible en la parte 
inferior del fruto. 
42 d.p.a. 
Rosado 
10%-30% de la superficie del fruto 
rosada. 
44 d.p.a. 
Rosa 
30%-70% de la superficie del fruto 
rosada. 
47 d.p.a. 
Rojo 
(maduro) 
100% de la superficie del fruto roja. 51 d.p.a. 
 
Sobremaduro 
 
Fruto rojo oscuro y blando. >51 d.p.a. 
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y se centrifugaron a 1700 x g durante 20 minutos. El sedimento de esporas se 
resuspendió en 1 ml de agua estéril y se lavó dos veces mediante centrifugación a 
19000 x g durante 5 minutos. La suspensión de esporas resultante fué diluída 
adecuadamente para el conteo de esporas al microscopio, en un hemocitómetro 
(cámara de Neubauer). La concentración de esporas se ajustó en agua para los 
ensayos in vitro y para las infecciones en fruto y en planta, las esporas se 
resuspendieron en medio de Gambor B5 (Duchefa) suplementado con sacarosa 
0,1mM y K2PO4  0,1 mM.  
 
Ensayos in vitro 
 
 Efecto de distintos tratamientos sobre la germinación de esporas de B. cinerea. 
 
 Diseño de los ensayos 
 
Para testar el efecto del AAME (ACROS-ORGANICS, 15368.1000), del ácido 
hexanoico (SIGMA, 153745) y de otros fungicidas sobre la germinación, se 
dispusieron en cada caso tubos de ensayo de tapón de rosca de 16 mm x 125 mm 
(15 ml de capacidad) para cada condición o tratamiento, con 3 ml de PDB (potato 
dextrose broth, DIFCO, 254920) 2x (48 g/L) . Se obtuvo PDB 1x (24 g/L) mediante 
la adición de 3ml de agua destilada estéril, con la concentración adecuada del 
compuesto a ensayar a partir de una solución stock. En los ensayos diseñados para 
testar el efecto del pH, se prepararon varias soluciones con la misma concentración 
de AAME o de ácido hexanoico y  cada una se ajustó a a pH=3,6, 4,6 o 5,5 con HCl 
1N o con NaOH 1N. Se prepararon dos tubos para cada tratamiento 
(concentración/pH). 
Una vez que los medios de ensayo estaban preparados, se añadieron esporas a 
partir de la suspensión stock, hasta conseguir una concentración de 4x106 
esporas/ml. Se tomaron dos muestras de 1ml de cada tubo y se dispusieron en una 
placa estéril de 24 pocillos (SARSTEDT, 831836). Las placas y los tubos con el resto 
del volúmen de la mezcla de ensayo (4ml), se incubaron a 20ºC en oscuridad, 
sobre un agitador orbital con agitación suave (150 rpm).  
Para comparar la eficacia del ácido hexanoico y del AAME con fungicidas 
comercializados se utilizaron: el fosetil aluminio (Aliette, Bayer), un fungicida 
sistémico del grupo de los alcoilfosfonatos; el tebuconazol (Folicur, Bayer), un 
fungicida de amplio espectro del grupo de los triazoles, con acción de contacto y 
sistémico y el benomilo (Aragro), un fungicida de contacto, del grupo de los 
carbamatos, cuyo poder fungicida se manifiesta a dosis muy bajas y está indicado 
especialmente para el control de Botrytis cinerea. 
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Determinación del porcentaje de germinación. Mínima concentración inhibitoria 
(MCI) 
 
A las 24 horas de incubación se tomó una alícuota de 5 μL de cada pocillo de la 
placa y se mezcló con 5 μL de Lactofucsina al 0,1%. Se procedió a su observación 
microscópica para determinar la germinación de las esporas. Se consideró que las 
esporas estaban germinadas si el tubo germinativo se había desarrollado hasta 
alcanzar una longitud igual o superior al propio tamaño de la espora. Se 
examinaron 100 esporas en cada una de las cuatro réplicas técnicas de cada 
ensayo. Se estableció como MCI aquella concentración del compuesto (AAME o 
ácido hexanoico) capaz de inhibir completamente la germinación de las esporas de 
B. cinerea a cualquiera de los pHs testados. 
 
Determinación de la eficacia del tratamiento a los 7 días. Determinación del peso 
seco del micelio 
 
Para determinar el efecto de los distintos tratamientos a más largo plazo, los 
tubos que albergaban 4mL de la mezcla de ensayo fueron incubados durante 7 
días, en agitación suave y en oscuridad. Tras el periodo de incubación, 3 ml de su 
contenido se filtraron a vacío a través de filtros de nitrocelulosa (previamente 
secados hasta peso constante en estufa a 80ºC) de 24 mm de diámetro y 0,45 μm 
de luz de poro (Millipore, HAWP02500) y una vez secos hasta peso constante, se 
estimó la masa del micelio formado. 
 
Determinación de la reversibilidad del efecto del tratamiento sobre la germinación. 
Mínima concentración fungicida (MCF) 
 
Para determinar la reversibilidad de los tratamientos ensayados se incubó 1ml de 
las mezclas de ensayo descritas previamente en tubos eppendorf (2 por 
tratamiento) durante 24 horas, en oscuridad y con agitación suave. Pasado dicho 
periodo de incubación, se determinó el porcentaje de germinación y se eliminó el 
tratamiento con tres lavados sucesivos de las esporas centrifugando a 17000 x g 
durante 5 minutos y resuspendiendo con agua destilada estéril. Tras los lavados las 
esporas se resuspendieron en 1 ml de PDB fresco y se incubaron 24 horas en 
oscuridad y con agitación suave. Se determinó de nuevo el porcentaje de 
germinación. Se estableció que la MCF era aquella concentración de AAME o de 
ácido hexanoico, que inhibiera completamente la germinación de las esporas de B. 
cinerea de forma irreversible a cualquiera de los pHs testados. 
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Efecto de los distintos tratamientos  sobre el crecimiento del micelio 
 
Para determinar el efecto sobre el crecimiento del micelio se añadieron 9x106 
esporas de B. cinerea a 150 ml de PDB en matraces de 0,5 L y se incubaron 
durante 24 horas en oscuridad, con agitación suave. Se confirmó la germinación de 
las esporas mediante observación microscópica y se añadieron los diferentes 
tratamientos a partir de una concentración stock del compuesto antifúngico, 
ajustando el pH a 5,5 mediante la adición de NaOH 1N. Los matraces se incubaron 
durante 4 días en las mismas condiciones. El micelio se filtró a través de una 
muselina, se lavó y se colocó sobre discos de papel de filtro previamente secos 
hasta peso constante. Después los discos con el micelio se incubaron a 80ºC, hasta 
lograr peso constante, para determinar el peso seco de micelio crecido en las 
diferentes condiciones testadas. 
 
Determinación de la actividad lítica del AAME y del ácido hexanoico 
 
Para determinar la posible actividad lítica del AAME y del ácido hexanoico se 
incubaron 30 mL de una suspensión de 1,5 x 106 esporas/ml a 20ºC, en oscuridad  
y con agitación suave, durante 20-24 horas. Se confirmó la germinación de las 
esporas mediante observación microscópica y se recogieron mediante 
centrifugación a 1700 x g, durante 20 minutos. Se lavaron dos veces en tampón 
salino de gelatina bovina (BSG) [gelatina bovina tipo B (SIGMA,G-9382) al 0,1% 
(p/v), NaCl al 0,85% (p/v), KH2PO4 al 0,03% (p/v) y Na2HPO4 al 0,06% (p/v)] y 
finalmente se resuspendieron en 8 ml de BSG. Se mezcló 1 ml de esta suspensión 
con una solución a la concentración adecuada de AAME, de ácido hexanoico, de 
BSG como control negativo o de liticasa (SIGMA, L-4025, concentración final 
1mg/ml) como control positivo. La mezcla se dispuso en tubos de tapón de rosca de 
16 mm x 125 mm (15 ml de capacidad). A las dos horas de incubación, con 
agitación suave a 30ºC, las muestras se tiñeron con lactofucsina, tal y como se ha 
descrito anteriormente y se analizaron por visualización microscópica. Las 
condiciones de incubación y el tratamiento con liticasa se basaron en un protocolo 
descrito para la detección rápida de actividad lítica contra hongos filamentosos 
(Jewell y col., 2002). 
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Determinación del efecto del AAME y del ácido hexanoico sobre la permeabilidad de 
la membrana de B. cinerea 
 
Medida del flujo de fosfato al medio extracelular 
 
Para determinar si se alteraba la permeabilidad de las membranas de B. cinerea 
se midió la liberación al medio extracelular de iones fosfato del hongo tratado con 
AAME o con ácido hexanoico, tal como se había descrito previamente por otros 
autores (Cotoras y col., 2004), con las siguientes modificaciones. Las esporas de B. 
cinerea se sembraron en 5 ml de PDB en un tubo de tapón de rosca de 16 mm x 
125 mm (15 ml de capacidad) alcanzando una concentración de 4x106 esporas/ml. 
Los tubos se incubaron durante 3 días a 20 ºC, en oscuridad y con agitación suave. 
Tras ese tiempo los tubos se sometieron a una centrifugación suave (3645 x g 
durante 30 segundos) para eliminar el PDB y reemplazarlo por el mismo volumen 
de tampón Tris-HCl 5 mM pH=7, como control negativo, o de tampón conteniendo 
AAME 20 mM o ácido hexanoico20 mM.  Como control positivo  se utilizó saponina 
(Sigma, S-4521) a una concentración de 100 mg/mL en tampón acetato sódico 
10mM pH= 4,5. Las saponinas interaccionan con los esteroles de la membrana 
celular generando poros en la membrana y aumentando la permeabilidad, de 
manera que el contenido intracelular de iones fosfato fluye hacia el medio 
extracelular (Mendoza y col., 1997). 
Los tubos se incubaron 6 horas a temperatura de laboratorio sobre un agitador de 
vaivén basculante a 20 rpm. Despues se centrifugaron a 3645 x g durante 15 
minutos. Se midió la concentración de iones fosfato en el sobrenadante por 
cromatografía de intercambio iónico, mediante un cromatógrafo Dionex 120, 
equipado con un detector de conductividad, con una columna de autosupresión 
ASRS-ultra de 4 mm y una columna analítica Ionpac AS9-HC 4x250 mm, con un 
flujo isocrático de 1ml/minuto, usando Na2CO3 como eluyente. 
 
Test de exclusión de la eosina (EET) 
 
Para determinar el efecto sobre la permeabilidad de la membrana mediante 
observación microscópica, se realizó el test de exclusión de la eosina (EET), 
previamente utilizado en otros sistemas (Lin y col., 1998). 
Para ello, esporas de B. cinerea, germinadas en 4 ml de PDB durante 20-24 horas 
en oscuridad y sin agitación, a una concentración de 1x106 esporas/mL se 
centrifugaron a 2151 x g durante 7 minutos para eliminar el PDB y sustituirlo por el 
mismo volumen de tampón Tris-HCl 5mM pH=7 como control negativo, por el 
mismo volumen tampón conteniendo AAME 20mM, de ácido hexanoico 20mM o de 
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saponina 100 mg/mL en tampón acetato sódico 10mM pH=4,5, como control 
positivo. Las esporas germinadas se incubaron en los correspondientes medios de 
ensayo durante seis horas, a temperatura ambiente sobre un agitador de vaivén 
basculante a 20 rpm. Tras 6 horas, se tomó una alícuota de 5 μL de cada mezcla de 
ensayo y se mezcló con un volúmen igual de eosina B (MERCK, 1159340025) 
preparada al 0,2% (p/v). La eosina B es un colorante vital que penetra en  la célula 
si la permeabilidad de la membrana está alterada (de Victoria & Galván, 2003; 
Ducci y col., 2002). 
Infecciones con Botrytis cinerea 
 
Infección en planta entera 
 
Las esporas de B. cinerea se extrajeron, como se ha descrito previamente, de un 
cultivo del hongo en placa de PDA suplementada con hojas de tomate, de 15 días 
de desarrollo. Para las infecciones en planta se preparó una suspensión de esporas 
a una concentración de 1x106 esporas/mL en medio de Gambor B5 (Duchefa) 
suplementado con sacarosa 0,1 mM y K2PO4  0,1 mM y se incubaron las esporas sin 
agitación durante dos horas. 
La inoculación en las plantas de 4 semanas de desarrollo, mantenidas en 
condiciones hidropónicas, se realizó mediante aplicación de 5 μL de la suspensión 
de esporas en cada uno de los 5 foliolos de la tercera y cuarta hoja de cada planta. 
Tras la inoculación se cerró la caja con una tapa trasparente, para mantener alta la 
humedad relativa. Las cajas se mantuvieron a 20ºC con un fotoperiodo de 16h de 
luz/ 8 h de oscuridad durante el periodo de infección. 
 
Infección en hoja aislada 
 
Se cortaron foliolos de la tercera hoja (hoja madura) de la planta y se cortó la 14ª 
hoja (hoja jóven, con sus 5 foliolos juntos) de plantas del cultivar Ailsa Craig de 3 
meses de desarrollo y se dispusieron de forma independiente en placas petri de 20 
cm de diámetro (Sarstedt, 831802003) con el peciolo dentro de otra placa Petri de 
5 cm de diámetro (Sarstedt, 831801003), conteniendo agua destilada. En la placa 
Petri grande se dispuso una base de papel de filtro empapado en agua destilada 
estéril para mantener una humedad relativa alta. Las hojas se inocularon mediante 
la aplicacion de 5 μL de una suspensión de esporas 1x106 esporas/ml (preincubadas 
en medio de Gambor suplementado con sacarosa 0,1 mM y K2PO4  0,1 mM) por 
foliolo y seguidamente se cerró la placa petri grande con su tapa trasparente para 
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mantener la humedad. Las cajas se mantuvieron a 20ºC con un fotoperiodo de 16h 
de luz/ 8 h de oscuridad durante el periodo de infección. 
 
 
Infección de plantas de tomate cv. MicroTom 
 
Para las infecciones en MicroTom, se utilizaron plantas desarrolladas hasta la 
aparición de los primeros frutos maduros. Las plantas fueron cultivadas y 
mantenidas en turba a 20ºC, con fotoperiodo de 16h de luz/ 8 h de oscuridad. Se 
dispusieron las plantas en cajas trasparentes para la infección. Para mantener la 
humedad relativa alta, se colocó una base de papel de filtro empapado en agua 
destilada estéril. Las inoculaciones se realizaron aplicando 5 μL de una suspensión 
de esporas a una concentración de 1x106 esporas/mL preincubadas en medio de 
Gambor B5 (Duchefa) suplementado, sobre quince foliolos de varias hojas 
escogidas al azar. Tras la inoculación se cerró cada caja con una tapa trasparente 
para mantener la humedad. Las cajas se mantuvieron en las mismas condiciones 
previas durante todo el periodo de infección. Tras la realización de algunos ensayos 
de puesta a punto de la infección, se estableció un tiempo de infección de 7 días 
postinoculación (d.p.i.) para las plantas MicroTom. 
 
Infección en frutos de tomate 
 
Se utilizaron dos sistemas de inoculación: por herida y por spray. 
 
Infección por herida 
 
Las infecciones se realizaron sobre frutos recién cosechados que, una vez 
clasificados según su estado de maduración, se esterilizaron en su superficie 
bañándolos en lejía comercial diluída al 10%, durante 10 minutos. Posteriormente 
se  enjuagaron con agua y se secaron.  
Se realizaron cuatro incisiones de 3 mm de diámetro y 3 mm de profundidad 
equidistantes en la zona ecuatorial del pericarpio de cada fruto y se inocularon en 
cada una de ellas 5μL de una suspensión de esporas de 4x106  esporas/mL en agua 
destilada estéril. Los frutos se colocaron sobre placas petri en cajas opacas con 
base de papel de filtro húmedo. Las cajas se mantuvieron cerradas a 20º C, para 
mantener un alto nivel de humedad relativa durante todo el periodo de infección, 
que se estableció en 96 horas como máximo en el caso de los frutos. 
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Infección por spray 
 
Los frutos recolectados, clasificados y esterilizados en su superficie, fueron 
colocados sobre placas Petri en cajas con base de papel de filtro húmedo. Los frutos 
se inocularon pulverizando tres veces cada fruto con una suspensión de esporas de 
5x105 esporas/mL en agua destilada estéril. Las cajas se mantuvieron cerradas a 
20ºC para mantener un alto nivel de humedad relativa durante todo el periodo de 
infección, que se estableció entre 1 y 3 semanas, dependiendo del cultivar. 
 
Ensayos sobre soporte biológico 
 
Para ensayar la eficacia del efecto fungicida del ácido hexanoico y del AAME sobre 
un huésped, se llevó a cabo un bioensayo sobre dos soportes biológicos: hoja y 
fruto de tomate.  
Ensayo sobre fruto de tomate 
 
Las esporas de B. cinerea, a una concentración de 4x106 esporas/ml, se trataron 
con ácido hexanoico 16 mM, con AAME  16 mM o con agua destilada estéril como 
control, en tubos eppendorf. Los tubos se mantuvieron en agitación orbital suave 
durante 2 horas, a temperatura ambiente. Después del tiempo de incubación, la 
mitad de la suspensión de esporas de cada muestra fue sometida a tres lavados 
sucesivos por centrifugación a 17949 x g, durante 5 minutos y resuspensión con 
agua destilada estéril, para eliminar el tratamiento aplicado (AAME o ácido 
hexanoico). Esta suspensión de esporas se utilizó para comprobar si los 
tratamientos inhibían  irreversiblemente la capacidad de B. cinerea para crecer 
sobre un soporte biológico. 
Todas las suspensiones de esporas (tratadas, no tratadas y lavadas después del 
tratamiento) fueron utilizadas para inocular frutos maduros de tomate (cv. Ailsa 
Craig) cosechados el mismo día del ensayo. La inoculación se llevó a cabo tal y 
como se ha descrito en el apartado anterior, inoculando 5 μL de la suspensión de 
esporas en cada herida. A las 96 horas se evaluaron los síntomas de infección y se 
tomaron fotografías de los frutos. Se utilizaron 8 frutos para cada tratamiento de 
las esporas y el experimento fue repetido tres veces. 
 
Ensayo sobre hoja aislada 
 
El efecto fungicida del ácido hexanoico sobre soporte biológico se ensayó, 
adicionalmente, sobre hojas cortadas de planta de tomate (cv. Ailsa Craig) de 1 
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mes de desarrollo. Las esporas de B. cinerea recién recogidas fueron incubadas a 
una concentración de 1x106 esporas/mL en medio de Gambor B5 suplementado con 
ácido hexanoico a una concentración no fungicida (3 mM) o a una concentración 
fungicida (16 mM) durante 2 horas.  Tras la incubación prévia con los diferentes 
tratamientos, se separó la mitad de cada suspensión de esporas y se sometió a 
sucesivos lavados, como se ha descrito anteriormente, para la eliminación del 
tratamiento. Todas las suspensiones de esporas (tratadas, no tratadas y lavadas 
después del tratamiento) fueron utilizadas para inocular la tercera y cuarta hoja 
aisladas de las plantas de tomate. La inoculación se llevó a cabo aplicando 5 μL de 
la suspensión de esporas sobre cada uno de los 5 foliolos de cada hoja. Se 
utilizaron 10 plantas para cada tratamiento. Se evaluaron los síntomas de infección 
a las 24, 48 y 72 horas post-inoculación (h.p.i.). 
 
Tratamientos con inductores 
 
Para los tratamientos con inductores se utilizaron plantas de tomate cv. Ailsa 
Craig de 1 mes de desarrollo adaptadas a las condiciones hidropónicas durante 5 
días en cajas transparentes, conteniendo gradillas como soporte. Tras la 
adaptación, se aplicaron los tratamientos con ácido hexanoico, ácido salicílico 
(Sigma, 247588) y BABA (Sigma, 162663) en solución hidropónica ajustada a 
pH=6. Las plantas se mantuvieron en estos medios hidropónicos con los diferentes 
tratamientos inductores durante 48 horas en condiciones de cámara de cultivo 
(20ºC con fotoperiodo de 16h de luz/8 h de oscuridad) antes de la inoculación con 
B. cinerea. 
 
Tratamientos preventivos y curativos 
 
Se diseñaron experimentos para probar la eficacia del ácido hexanoico a una 
concentración fungicida aplicado por spray antes o después de la inoculación de 
esporas de B. cinerea en plantas y frutos del cultivar Ailsa Craig y en plantas con 
fruto del cultivar MicroTom. 
 
Tratamientos preventivos 
 
 Tratamiento preventivo de plantas de tomate Ailsa Craig 
 
Se aplicó mediante spray ácido hexanoico, a una concentración de 3, 16 y 20 mM 
en agua destilada, en plantas de tomate (cv. Ailsa Craig) de 4 semanas de 
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desarrollo. Las plantas no tratadas se rociaron por spray con agua destilada estéril. 
Treinta minutos después del tratamiento, las plantas fueron inoculadas con esporas 
de B. cinerea y mantenidas en condiciones de cámara de cultivo en cajas 
trasparentes cerradas . Se utilizaron 10 plantas por tratamiento. A las 72 h.p.i. se 
determinó el avance del patógeno en cada caso, midiendo el diámetro del área de 
necrosis. Los experimentos se realizaron por duplicado. 
 
 Tratamiento preventivo de plantas de tomate cv. MicroTom 
 
Se aplicó mediante spray ácido hexanoico a la MCF (20 mM) en plantas del 
cultivar MicroTom que ya habían desarrollado frutos maduros. Las plantas no 
tratadas se rociaron por spray con agua destilada estéril. Treinta minutos después 
del tratamiento se inocularon las esporas de B. cinerea y las plantas se 
mantuvieron en condiciones de elevada humedad relativa, para favorecer la 
infección. Se utilizaron 6 plantas por tratamiento. A los 7 d.p.i. se midió el diámetro 
de la necrosis producida en las hojas de la planta. Los experimentos se realizaron 
por duplicado. 
 
 Tratamiento preventivo de frutos de tomate 
 
El tratamiento preventivo de frutos de tomate (cv. Ailsa Craig) consistió en la 
aplicación de ácido hexanoico 20mM por spray a frutos cosechados, clasificados 
segun su estado de maduración, esterilizados y heridos por 4 punciones sobre el 
pericarpio en la zona ecuatorial. Los frutos no tratados se rociaron por spray con 
agua destilada estéril. Se utilizaron una media de 6 frutos de cada estado de 
maduración, para cada condición (tratado y no tratado con ácido hexanoico). Una 
vez rociados todos los frutos con ácido hexanoico 20 mM o con agua destilada 
estéril, se procedió a su inoculación con esporas de B. cinerea. Se evaluaron los 
síntomas de infección 96 h.p.i. Los experimentos se realizaron por triplicado. 
 
Tratamientos curativos 
 
Tratamiento curativo de plantas de tomate Ailsa Craig 
 
Plantas de tomate (cv. Ailsa Craig) de 4 semanas de desarrollo, tras 48 h después 
de la inoculación con B. cinerea, se trataron mediante spray con concentraciones 
fungicidas de ácido hexanoico (16 mM y 20 mM). Las plantas no tratadas se 
rociaron por spray con agua destilada estéril. Se utilizaron 10 plantas por 
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tratamiento. A las 72 h.p.i. se determinó el avance del patógeno en cada caso, 
midiendo el diámetro del área de necrosis. Los experimentos se realizaron por 
duplicado. 
 
Tratamiento curativo de plantas de tomate cv. MicroTom 
 
Seis plantas del cultivar MicroTom, que ya habían desarrollado frutos maduros, se 
inocularon con esporas de B. cinerea. Las plantas se mantuvieron en condiciones de 
elevada humedad relativa, para favorecer la infección. A las 48 h.p.i. se confirmó 
que se había establecido la infección visualizando los puntos necróticos y las 
plantas fueron tratadas mediante spray con ácido hexanoico 20 mM. Se utilizaron 6 
plantas por tratamiento. Las plantas no tratadas se rociaron por spray con agua 
destilada estéril. A los 7 d.p.i. se midió el diámetro de la necrosis producida en las 
hojas de la planta. Los experimentos se realizaron por duplicado. 
 
Tratamiento curativo de frutos de tomate 
 
El tratamiento curativo de frutos de tomate (cv. Ailsa Craig) consistió en la 
aplicación por spray de ácido hexanoico 20 mM a frutos inoculados con esporas de 
B. cinerea mediante herida 24 horas antes del tratamiento. Los frutos no tratados 
se rociaron por spray con agua destilada estéril. Se utilizaron una media de 6 frutos 
de cada estado de maduración para cada condición (tratado y no tratado con ácido 
hexanoico). Después de 96 h.p.i. se evaluaron los síntomas de infección. Los 
experimentos se realizaron por triplicado. 
 
Evaluación de los síntomas de la infección 
 
En todos los experimentos de infección en planta, hoja aislada y fruto inoculado 
mediante herida, se evaluaron los síntomas de infección midiendo el diámetro del 
área de necrosis generada en cada punto de inoculación, con un pie de Rey. Las 
infecciones realizadas en fruto por spray se evaluaron determinando el número de 
frutos infectados, respecto del número total de frutos inoculados, representado en 
unidades de porcentaje. 
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Inmunodetección de la EGasa Cel1 
 
Extracción de proteínas 
 
Las proteínas solubles de los diferentes tejidos de la planta y del fruto de tomate 
se extrajeron mediante un protocolo previamente descrito (González-Bosch y col., 
1997) con algunas modificaciones. Los tejidos fueron congelados en nitrógeno 
líquido y almacenados a -80ºC hasta el momento de la extracción. 
Los tejidos fueron triturados en nitrógeno líquido, usando un mortero hasta la 
textura de polvo fino. El polvo se recogió en un tampón compuesto por Tris-HCl 20 
mM (pH=8), EDTA 3 mM y NaCl 0,5 M. La mezcla fue homogenizada en tampón frío 
durante 1 minuto a alta velocidad con un politrón y después se centrifugó a 10000 
x g durante 10 minutos. El sobrenadante se pasó por filtros de nitrocelulosa 
(Millipore, SLHV025LS) y las proteínas del filtrado se precipitaron mediante la 
adición de acetona fría al 80% (v/v), durante 16h a -20ºC. El precipitado se recogió 
por centrifugación a 15000 x g durante 15 minutos y se resuspendió en un tampón 
compuesto por Tris-HCl 20 mM (pH=8), EDTA 3 mM, sacarosa 250 mM y Na2S2O5 2 
mM. 
Las proteínas obtenidas en cada extracto se cuantificaron mediante el método de 
Bradford (1976) por interpolación en curvas patrón de seroalbúmina bovina (BSA). 
 
Western blot 
 
  Las proteínas de los extractos fueron separadas mediante SDS-PAGE (Laemmli, 
1970) en un gel de empaquetamiento de acrilamida (BioRad,161-0122) al 5% (p/v) 
y un gel de resolución de acrilamida al 10% (p/v) en un tampón compuesto por Tris 
0,12 M, glicina 1 M y SDS 17 mM. Las proteínas ya separadas fueron transferidas a 
una membrana de nitrocelulosa (Amersham, RPN303D) a 250 mA durante 1 hora, 
en un tampón de transferencia compuesto por Tris 48 mM, glicina 39 mM, SDS al 
0,03% y metanol al 20%. De cada extracto de proteínas se cargaron 60 μg en el 
gel, en el caso de las proteínas de fruto y 30 μg en el caso de las proteínas de 
planta. Después de la tranferencia se comprobó la igualdad de carga de proteína 
mediante tinción con Ponceau-S (Sigma P7767). El bloqueo de la membrana donde 
no había proteína se realizó incubando la membrana con BSA (Sigma, A9647) al 
3% durante 1h a temperatura ambiente. 
Para la detección, la membrana se incubó 16 h con el anticuerpo policlonal 
específico contra Cel1, diluído en un tampón compuesto por NaCl 150 mM, Tris-HCl 
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10 mM (pH=8) (tampón de ensayo). Los complejos antígeno-anticuerpo fueron 
detectados usando un anticuerpo IgG de cabra anti-conejo, conjugado con fosfatasa 
alcalina (Sigma, A-8025) diluído en el mismo tampón que el anticuerpo primario. 
Tras cada incubación con los anticuerpos la membrana se sometió a tres lavados de 
5 minutos con un tampón compuesto por NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM (pH=8) y 
Tween 20 al 0,1% (tampón de lavado). El color sobre las bandas de Cel1 se reveló 
usando la sal p-toluidina 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato y cloruro de tetrazolio p-
nitroblue (Sigma,72091) en un tampón compuesto por Tris-HCl 100 mM, NaCl 100 
mM, MgCl2 50 mM  (pH= 9,5). 
 
Cuantificación de la deposición de calosa 
 
El análisis de la deposición de calosa se llevó a cabo en hojas recogidas 72 horas 
después de la inoculación con B. cinerea. Se recogieron los foliolos de la tercera y 
cuarta hoja de las plantas y se incubaron en etanol cosmético al 95% (v/v), hasta 
que quedaron decolorados. Los foliolos fueron lavados durante 30 minutos en 
tampón fosfato 0,07 M (pH=7) e incubados durante 15 minutos en el mismo 
tampón conteniendo calcofluor al 0,025% (Sigma, F3543) y 0,05% de azul de 
anilina (M6900). Después los foliolos fueron lavados en el mismo tampón 
conteniendo 0,05% de azul de anilina, para eliminar el exceso de calcofluor. Se 
sustituyó el azul de anilina de lavado por azul de anilina al 0,5% y se incubó toda la 
noche. Cada foliolo fue lavado brevemente en azul de anilina al 0,05% y montado 
sobre portas de vidrio, para la observación microscópica.  
Para visualizar la calosa se utilizó un microscopio de fluorescencia con filtro UV 
(BP,340-380nm; LP 425 nm) equipado con una cámara digital acoplada. Las 
deposiciones de calosa alrededor de la zona de infección se cuantificaron por 
análisis de imágen de las fotografías digitales, con ayuda del software Adobe 
photoshop 9.0. La intensidad de calosa se expresó como la media del número de 
píxeles amarillos correspondientes a la calosa, presentes en 10 fotografías de la 
misma área de infección. 
 
Tratamiento con 2-Deoxi-D-glucosa (DDG) 
 
Para determinar el efecto de la inhibición de la síntesis de calosa en la resistencia 
del tomate frente a B. cinerea, los foliolos de la 3ª y 4ª hoja de plantas de 4 
semanas de desarrollo fueron infiltrados con 2-DDG 1,2 mM (Sigma, D-6134) 
utilizando una jeringa sin aguja. La infiltración se realizó 24 horas antes de la 
inoculación de los foliolos con esporas de B. cinerea. 
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Análisis de la expresión de genes mediante RT-PCR en tiempo real         
(RT-Q-PCR) 
 
El análisis de la expresión de los genes se llevó a cabo en muestras de las hojas 
recogidas a las 72 horas de la inoculación con B. cinerea. Para ello se recogieron los 
foliolos de la tercera y cuarta hoja de 10 plantas por tratamiento o genotipo e 
inmediatamente, las muestras fueron congeladas en nitrógeno líquido y 
almacenadas a -80ºC hasta el momento de la extracción de RNA.  
Para extraer el RNA las muestras fueron pulverizadas en un mortero, usando 
nitrógeno líquido. El RNA se extrajo del tejido usando un Kit ("Total Quick RNA cells 
and tissues Kit", TALENT, TA200TQRC1, Italia). El RNA extraido se almacenó a -
80ºC. 
Para la RT-PCR, se digerieron 1,5 μg de RNA total con una unidad de DNasa 
(Promega, M6101) en 1μL de tampón 10x para la DNAsa y la mezcla de reacción se 
llevó hasta 10μL en agua bidestilada libre de Rnasas (Promega). La mezcla se 
incubó a 37ºC durante 30 minutos. Después de la digestión, se añadió 1μL de "RQ1 
DNAse stop buffer" y la mezcla se incubó a 65ºC durante 10 minutos para parar la 
reacción. El RNA purificado de posible DNA contaminante, fue utilizado para la 
reacción de retrotranscripción (RT). 
La RT se llevó a cabo mezclando 2μL de tampón de reacción 10x (Quiagen, 
509205113), 2μL de dNTPs 5mM (Promega, V1330), 2μL de oligo(dT) 10 μM 
(Promega, oligo(dT)15 Primer), 1μL de inhibidor de RNasa 10u/μL (Promega, 
N2111) y 1μL de transcriptasa (Quiagen, 509205113). La mezcla de reacción se 
incubó a 37ºC durante 60 minutos. El cDNA resultante se almacenó a -20ºC.  
Para la reacción de PCR en tiempo real el cDNA se diluyó adecuadamente. Para 
obtener una curva patrón de expresión, se realizaron diluciones seriadas de un pool 
de todas las muestras de cDNA de un mismo experimento. La mezcla de reacción 
para la PCR se realizó en tubos especiales para el termociclador " Smart cycler II " 
(Cepheid, http://www.cepheid.com, USA), con 2μL de cDNA y el cocktel de PCR con 
la sonda Syvergreen (Quiagen, 509204143), conteniendo cebadores directo y 
reverso a una concentración de 0,3 μM, en un volúmen total de 25μL. 
Los cebadores utilizados se diseñaron con ayuda del software "Oligos" utilizando 
la base de datos de secuencias (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La actina de 
tomate (Act) se utilizó como gen constitutivo para normalizar los datos. La 
secuencia nucleotídica de los cebadores utilizados se muestra en la tabla siguiente: 
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Gen Cebador directo  Cebador reverso 
PR1 CCCGTGTTAGGATTGGGTATTTT CCGTGCAATGTGGGTGTC 
LoxD GACTGGTCCAAGTTCACGATCC ATGTGCTGCCAATATAAATGGTTCC 
Act AACTGGGATGATATGGAGAAGA TCTCAAACATAATCTGGGTCAT 
 
La reacción de PCR se llevó a cabo y se monitorizó en tiempo real, en un 
termociclador "Smart cycler II" (Cepheid, http://www.cepheid.com, USA) equipado 
con un software para su manejo y programación de las condiciones de PCR. La 
secuencia de los ciclos de PCR se programó para su comienzo en la etapa de 
activación de la polimerasa a 95ºC durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos de 
95ºC durante 15 segundos, 59ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 30 
segundos. Al final de cada PCR se realizó una curva de desnaturalización del 
producto de PCR, como control de la pureza del mismo. 
La Ct es el ciclo al cual se cruza la zona exponencial de la curva de fluorescencia 
de cada muestra con la línea base de fluorescencia fijada por el usuario. Las Cts de 
las diluciones de las curvas patrón y de las muestras se analizaron con ayuda del 
software "Excell 5.0", para calcular el valor de la concentración de transcrito 
interpolando en la curva patrón de cada gen y este valor se normalizó con el valor 
interpolado a partir de la Ct obtenida para el gen de la actina de la misma muestra. 
Se analizó la expresión en tres experimentos independientes y a su vez, se 
realizaron dos RTs independientes a partir del RNA extraído de cada muestra. 
 
Tratamiento estadístico de los resultados 
 
El análisis estadístico de los datos se realizó con la ayuda del software 
"STATGRAPHICS Plus 5.1". Las medias de los datos de las distintas condiciones se 
compararon aplicando el test ANOVA. Las medias entre los grupos se consideraron 
diferentes entre sí cuando el intervalo de confianza era igual o mayor al 95% 
(probabilidad de que la hipótesis nula sea cierta, igual o menor de 0,5). 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO I 
 
Implicación de las β-1,4-endoglucanasas Cel1 y Cel2 en la interacción 
de Solanum lycopersicum con Botrytis cinerea 
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INTRODUCCIÓN 
 
Papel de la pared celular en la defensa frente a patógenos 
 
Cuando un patógeno intenta invadir los tejidos de una planta, la primera barrera 
que se encuentra es la pared celular. Si su penetración se frena en esta fase, se 
reduce considerablemente el daño celular y la planta puede desarrollar otras 
acciones defensivas. El componente principal de la pared celular es la celulosa. Las 
células vegetales están rodeadas por capas de fibrillas de celulosa de cadena larga, 
compuestas por 30-36 cadenas de polímeros de β-1,4-glucosa, que están unidas 
por enlaces de hidrógeno para formar un material cristalino e insoluble. Estas 
fibrillas están interconectadas por moléculas de hemicelulosa de alto peso 
molecular (principalmente del xiloglucano y arabinoxilano) que se unen a la 
celulosa por puentes de hidrógeno y están embebidas en una matriz de pectina 
(Vorwerk y col., 2004; Cosgrove, 2005). Estos polisacáridos de alto peso molecular, 
que constituyen principalmente la pared celular, están entrecuzados por enlaces 
iónicos y covalentes formando una red que resiste a la penetración física. Pero la 
pared celular no sólo constituye una barrera estructural, sino que tambien actúa 
como una defensa activa contra el avance del organismo invasor. La pared celular 
es un reservorio dinámico de proteínas antimicrobianas y metabolitos secundarios 
que inhiben el crecimiento de muchos patógenos (Darvill & Albersheim, 1984; 
Thomma y col., 2002). Se ha demostrado que las células refuerzan la pared celular 
en la zona adyacente al sitio de penetración del patógeno, con el objeto de frenar 
su avance. En esa zona se forma una papila compuesta, principalmente, por el 
polisacárido calosa, aunque también se acumulan intermediarios reactivos del 
oxígeno, como el peróxido de hidrógeno, polisacáridos como la lignina y  
compuestos fenólicos. Este proceso va acompañado, asímismo, de un incremento 
en enzimas hidrolíticas y proteínas con propiedades antifúngicas (Ryals y col., 
1996). Sin embargo, existe escasa información sobre si la composición química de 
la pared es un factor determinante en el inicio de la interacción planta-patógeno. 
La deposición de polisacáridos resistentes a la acción de las enzimas hidrolíticas 
que producen los patógenos constituye una efectiva línea de defensa para la planta 
y se ha considerado la principal función biológica de la formación de la papila de 
calosa (Smart y col., 1986; Hippe-Sanwald y col., 1992). La calosa es un polímero 
de β-1,3-D-glucosa que se deposita entre la membrana plasmática y la cara interna 
de la pared celular primaria, como parte de la HR que se produce frente a diversos 
hongos y virus (Donofrio & Delaney, 2001; Ryals y col., 1996). Este polisacárido de 
defensa se acumula para formar una papila que impide la entrada a patógenos 
principalmente biótrofos. Esta acumulación de calosa ha sido ampliamente descrita 
en la interacción de la cebada con el  hongo biótrofo  Blumeria graminis f. Sp. 
Hordei (Kruger y col., 2002b). El mutante de cebada mlo es un mutante del tipo 
"lesion-mimic", cuya resistencia a la infección por el hongo biótrofo obligado 
Erysiphe graminis está correlacionada con una mayor inducción de la formación de 
la papila. Sin embargo, esto hizo a las plantas más susceptibles a patógenos como 
Magnaporthe y Bipolaris (wolter y col., 1993). Dentro de una colección de mutantes 
de Arabidopsis resistentes a la infección por E. cichoracearum se aisló el mutante 
pmr4, que mostraba ausencia de deposición de calosa en respuesta a la herida o al 
patógeno (Nishimura y col., 2003). En este caso la ausencia de calosa, debido a 
una mutación en la calosa sintasa, no resultó en una mayor susceptibilidad, como 
era lo esperado, sino en una mayor resistencia que los autores atribuyeron a la 
estimulación de las respuesta dependientes de SA observadas en este mutante 
(Nishimura y col., 2003). Recientemente se ha descrito la acumulación de calosa 
como un componente principal de la respuesta frente a los necrótrofos 
Plectosphaerella cucumerina  y Alternaria brassicicola en Arabidopsis thaliana 
(Zimmerli y col., 2000; Ton & Mauch-Mani, 2004; Flors y col., 2005). En tomate se 
han observado deposiciones de calosa en respuesta a la infección por el virus del 
mosaico del pepino (Xu y col., 2003). 
 
Señales procedentes de la pared celular 
 
Se dispone de muchas evidencias que indican que la pared celular presenta 
propiedades señalizadoras implicadas tanto en la protección frente a patógenos 
como en la coordinación del crecimiento y desarrollo de la planta. Se ha 
demostrado que, en determinadas situaciones, las células de la planta perciben 
cambios en la composición de la pared y responden a ellos activando una red de 
rutas de señalización. Por lo tanto, la pared celular actuaría como un mecanismo 
sensor, a través del cual se podrían coordinar de manera eficaz diversas respuestas 
de la planta (Pilling & Hofte, 2003; Vorwerk y col., 2004).  
Se han identificado diversos fragmentos derivados de polisacáridos de la pared 
celular, tanto fúngicos como de la planta, capaces de activar las respuestas 
defensivas. Estos oligosacáridos se clasifican en tres grandes grupos: quitinas y 
glucanos fúngicos y oligosacáridos derivados de los polisacáridos de la pared celular 
de la planta (Hahn y col., 1994; Ramonell y col., 2002; Bruce & West, 1982; 
Nothnagel y col., 1983), de los cuales los denominados oligogalacturónidos (OGAs) 
son los mejor caracterizados (Ridley y col., 2001). Los OGAs son fragmentos 
procedentes de la degradación de las pectinas debida a enzimas hidrolíticas, como 
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las poligalacturonasas y las pectinmetilesterasas, que son secretadas, bien por el 
patógeno o por la propia planta. Estos OGAs están relacionados con rutas de 
transducción de señales, que regulan el crecimiento y el desarrollo normal de la 
planta,  pudiendo activar también respuestas de defensa (Pilling & Hofte, 2003; 
Vorwerk y col., 2004). Diversos estudios indican que la inducción de ciertos genes 
de defensa por parte de los OGAs está mediada por el JA (Doares y col., 1995a). 
Por otra parte, la aplicación de OGAs a células de tabaco cultivadas in vitro produjo 
la inducción del ácido salicílico, sugiriendo que estos oligosacáridos pueden actuar 
sobre las dos rutas principales de respuesta a patógenos (Klarzynski y col., 2000). 
 
Participación de enzimas hidrolíticas de la pared celular en la interacción 
planta-patógeno 
 
El estudio del papel desempeñado por enzimas hidrolíticas de pared en las defensas 
frente a patógenos se ha centrado, principalmente, en aquellas actividades 
enzimáticas dirigidas a degradar la pared celular del patógeno invasor. Estas 
enzimas incluyen las β-1,3-endoglucanasas y las quitinasas, que son consideradas 
proteínas relacionadas con la patogénesis (proteinas PR), ya que son inducidas en 
procesos de infección (van Loon y col., 2006a). Las β-1,3-endoglucanasas 
constituyen la familia PR2 e hidrolizan polisacáridos específicos de la pared celular 
de los hongos. Su actividad incrementa la susceptibilidad del patógeno a los 
mecanismos de defensa de la planta y, al mismo tiempo, produce oligosacáridos 
que actúan como elicitores, activando las respuestas defensivas (Rose y col., 1999; 
Vorwerk y col., 2004). Hay quitinasas en las familias PR3, PR4, PR8 y PR11 (van 
Loon y col., 2006a). Las quitinasas rompen los enlaces β-1,4 del polímero β-1,4-N-
acetil glucosamina (quitina). Al igual que las PR2, también actúan sobre la pared 
del hongo (van Loon y col., 2006a). Para contrarrestar las mencionadas actividades 
hidrolíticas, los patógenos han desarrollado diversos mecanismos. Colletotrichum 
lagenarium, por ejemplo, desacetila la quitina de su pared celular, con lo que el 
polímero resulta más resistente a la acción de las quitinasas de la planta (Punja, 
2004). En el caso de Colletotrichum lindemuthianum la pared celular de las 
estructuras implicadas en la infección carecen de quitina (Blair y col., 2006). En 
Cladosporium fulvum la proteína de secreción AVR4 se une a la quitina, 
posiblemente para proporcionarle un escudo frente a las quitinasas (van den Burg y 
col. 2004). Por otra parte, los oomicetos contienen poca quitina en su pared celular 
y por tanto, son resistentes a las quitinasas de las plantas (Kamoun, 2003). 
También se ha descrito que ciertos patógenos como Phytophthora sojae secretan 
proteínas inhibidoras de las β-1,3-endoglucanasas (Rose y col., 2002). 
En los últimos años se ha investigado el papel que juegan en la resistencia frente 
a patógenos las enzimas hidrolíticas de pared celular, implicadas en el crecimiento 
y desarrollo de la planta. Algunos autores han sugerido que la actividad de enzimas 
responsables del desensamblamiento de la pared celular constituye un factor de 
susceptibilidad para la planta. Es decir, que su actividad contribuye a que la 
interacción con el patógeno sea de tipo compatible. Así, se comprobó que 
mutaciones en el gen PMR6 de Arabidopsis, que codifica una pectatoliasa conferían 
resistencia frente a Erysiphe cichoracearum. Estos resultados se interpretaron como 
una demostración de que PMR6 constituía un factor de susceptibilidad para la 
planta (Vogel y col., 2002). Se comprobó, así mismo, que la resistencia mediada 
por PMR6 iba acompañada de cambios en la composición de la pared celular, sin 
que se produjera la activación de las rutas de defensa conocidas. Por tanto, la 
resistencia observada en el mutante pmr6 estaría basada en la pérdida de un gen 
necesario para establecer una interacción compatible.  
Tambien en Arabidopsis se han identificado numerosos mutantes resistentes a 
Agrobacterium tumefaciens (RAT). La mutación rat4 se corresponde con el gen 
CSLA9, una posible glicosil-transferasa, la cual se piensa que participa en la síntesis 
de un polisacárido de pared desconocido (Zhu y col., 2003). 
En frutos de tomate se ha estudiado el papel de la poligalacturonasa (PG) en la 
susceptibilidad frente a patógenos, con resultados controvertidos. Por una parte, se 
comprobó que frutos con actividad PG reducida eran más resistentes frente a 
Geotrichum candidum y a Rhizopus stolonifer (Kramer y col., 1992).  Sin embargo, 
en trabajos posteriores en los que se usaron líneas transgénicas deficientes en PG, 
no se encontraron diferencias significativas en la resistencia frente a Colletotrichum 
gloeosporoides (Cooper y col., 1998).  
Recientemente se ha demostrado que mutaciones en las celulosa sintasas 
confieren resistencia a la bacteria fitopatógena de suelo Ralstonia solanacearum y 
al hongo necrótrofo Plectosphaerella cucumerina en Arabidopsis (Hernández-Blanco 
y col., 2007).  
 
 
Participación de enzimas de pared celular en la interacción planta-Botrytis 
cinerea  
 
La composición de la pared celular varía significativamente de un tipo celular a 
otro entre especies y, a veces, dentro de la misma especie (Hazen y col., 2003; 
Vorwerk y col., 2004). Una cualidad que comparten todas las plantas hospedadoras 
de B. cinerea es el alto contenido en pectina de su pared celular. Esto es un reflejo 
de la potente maquinaria pectinolítica que posee B. cinerea. De hecho, posee al 
menos seis genes que codifican endopoligalacturonasas y su expresión es 
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dependiente del tipo de planta y de tejido, así como de las condiciones de 
incubación, lo cual sugiere cierto grado de versatilidad por parte del complejo 
pectinolítico (ten Have y col., 2001). Sin embargo, sólo la deleción de dos de ellos 
supone una reducción significativa de la virulencia en muchas plantas hospedadoras 
(Kars y col., 2005). Las endopoligalacturonasas no son las únicas enzimas 
implicadas en la degradación de la pared rica en pectina y además, se asume de 
manera general que su eficiencia se ve reducida cuanto mayor es el grado de 
metilación de la pectina. Las pectin metil esterasas (PMEs), que facilitan la acción 
de la endopoligalacturonasas, deberían jugar un papel importante en el avance del 
hongo, sobre todo en tejidos vegetales ricos en pectinas con alto grado de 
metilación como las hojas, no ocurriendo lo mismo en el fruto, donde la pectina es 
de bajo grado de metilación. BCPME1 es la principal PME de B. cinerea (Valette-
Collet, 2003). El mutante bcpme1 resultó ser menos virulento sobre frutos de 
manzana, uvas y hojas de Arabidopsis (Valette-Collet y col., 2003). Inversamente, 
la expresión de inhibidores de las PME endógenas en plantas de Arabidopsis les 
confirió mayor resistencia a B. cinerea, sin que estos inhibidores afectasen a la PME 
del hongo (Lionetti y col., 2007), demostrando que el grado de esterificación de las 
pectinas de la pared celular de la planta o del fruto es un factor limitante para el 
crecimiento de B. cinerea. 
Tambien se ha estudiado recientemente la implicación en el proceso de infección 
de otras enzimas líticas de pared producidas por B. cinerea, como celulasas y 
hemicelulasas, que además son de especial interés para la presente tesis. En 
concreto, la deleción de una β-1,4-xilanasa retrasó la formación de la necrosis y la 
redujo más de un 70% (Brito y col., 2006). Se ha demostrado también que en el 
proceso de infección se expresan otras celulasas del hongo, como Cel5A, una β-1,4-
glucanasa que se expresa durante la infección de B. cinerea sobre hojas de tomate 
(Espino y col., 2005). Sin embargo, la disrupción del gen en el hongo resultó en 
una cepa de igual virulencia y la misma actividad β-1,4-glucanasa (Espino y col., 
2005) 
Las mutaciones en genes implicados en la síntesis y desarrollo de la cutina y en la 
estructura de la cutícula confieren resistencia a Arabidopsis frente a Botrytis cinerea 
(Tang y col., 2007; Bessire y col., 2007).  
Por otra parte, estudios realizados por nuestro grupo con frutos de tomate 
infectados con hongos necrótrofos permitieron demostrar la expresión diferencial de 
la EGasa Cel1 tras la infección. Se comprobó que en el pericarpio de frutos 
infectados con B. cinerea se producía una reducción, tanto del transcrito, como de 
la proteína de Cel1 (Real y col., 2004).  
 
Las  β-1,4 endoglucanasas 
 
 Las β-1,4 endoglucanasas (EGasas) son enzimas hidrolíticas de pared celular. En 
tomate constituyen una familia de 8 miembros divergentes y en Arabidopsis 
thaliana se han descrito 25 (Libertini y col., 2004). Estas enzimas participan en 
distintos procesos fisiológicos, como la maduración del fruto, la expansión y 
diferenciación celular y la abscisión de órganos (Brummell y col., 1997; Catala y 
col., 1997; delCampillo & Bennett, 1996; Lashbrook y col., 1994; Milligan & Gasser, 
1995). Aunque su sustrato fisiológico no se ha podido determinar hasta el 
momento, su actividad parece estar asociada con las modificaciones que tienen 
lugar en el xiloglucano de la pared celular durante dichos procesos (Cosgrove, 
2005).  
El patrón de expresión génica mostrado por las EGasas Cel1 y Cel2 de tomate las 
relacionó con la maduración del fruto y con la abscisión de la flor (Lashbrook y col., 
1998). La obtención de anticuerpos policlonales específicos contra Cel1 permitió 
demostrar que existía una correlación entre la acumulación de esta proteína y los 
procesos de abscisión de la flor y de maduración del fruto (González-Bosch y col., 
1997; Real y col., 2004). En el último caso, los resultados obtenidos indicaron que 
esta EGasa podía participar en el ablandamiento del pericarpio, así como en la 
licuefacción del lóculo. El análisis por western blot mostró un patrón de varias 
bandas en los tejidos analizados, que podría deberse a diversos grados de 
glicosilación de la proteína Cel1 , en los sitios potenciales descritos tras el análisis 
del cDNA de Cel1 (González-Bosch y col., 1997) o a otro tipo de modificación post-
traduccional.  
La expresión diferencial de Cel1 en frutos infectados con  B. cinerea (Real y col., 
2004) permitió establecer una posible relación entre las EGasas, las respuestas de 
defensa de las plantas y la maduración del fruto. Estas evidencias también 
apoyaban la idea de que la pared celular vegetal no sólo constituye una barrera 
física, sino que su actividad metabólica está implicada en la interacción planta-
patógeno. El objetivo de este primer capítulo es profundizar en este estudio y 
determinar la implicación de las β-1,4-endoglucanasas Cel1 y Cel2 en la interacción 
de B. cinerea con la planta y el fruto de tomate. 
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RESULTADOS 
 
Acumulación de la proteína Cel1 en Solanum lycopersicum  
 
Como ya se ha descrito, al inicio del presente trabajo se disponía de datos 
experimentales que apoyaban la implicación de la EGasa Cel1 de tomate en varios 
procesos fisiológicos, como la maduración del fruto y la abscisión de la flor 
(Lashbrook y col., 1994; González-Bosch y col., 1997), así como su expresión 
diferencial durante la infección de frutos de tomate con hongos necrótrofos (Real y 
col., 2004). 
A la vista de los resultados obtenidos en fruto, en este trabajo se procedió a 
caracterizar la acumulación de la proteína Cel1 en diversas partes de la planta de 
tomate, mediante análisis por western blot, haciendo uso de los anticuerpos 
policlonales específicos contra Cel1 (González y col., 1996). Los resultados 
obtenidos demostraron que la proteína Cel1 se acumulaba en el tallo y en la hoja 
(Figura 1a), a pesar de la baja expresión del gen Cel1 observada previamente en 
dichos tejidos (Lashbrook y col., 1994).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura1: Análisis de la proteína Cel1 en planta de tomate. Figura 1a: Se extrajeron 
las proteínas del tejido de la raíz, la zona basal del tallo, la zona apical del tallo y de 
hojas completamente expandidas de plantas de tomate cv. Ailsa craig de 4 semanas de 
desarrollo. Figura 1b: Se seleccionaron hojas de la zona apical (hoja jóven) de la zona 
intermedia (hoja madura) y de la zona basal (hoja senescente) de plantas de tomate cv. 
Ailsa Craig de tres meses de desarrollo. En todos los casos se separaron 30 μg de 
proteínas por SD-PAGE y se analizó la acumulación de Cel1 por western blot. La igualdad 
en la carga de proteína se comprobó mediante tinción con Ponceau de la membrana 
previamente a la detección con anticuerpos policlonales específicos contra Cel1. 
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Dado que  la proteína Cel1 estaba presente en  hojas, se estudió su evolución 
durante el desarrollo de las mismas. Para ello se colectaron hojas de plantas de 
tomate (cv. Ailsa Craig) de 3 meses, procedentes de la zona apical (hoja joven), de 
la zona intermedia (hoja madura) y de la zona basal, que ya presentaban síntomas 
de senescencia (hoja senescente). Se comprobó mediante análisis por western blot 
que la proteína Cel1 se acumulaba preferentemente en hojas totalmente 
desarrolladas, disminuyendo su nivel con la senescencia (Figura 1b).  Este mismo 
patrón de acumulación se observó en el tallo (Figura 1a). La demostración de que 
la proteína Cel1 está presente en hoja de tomate y el hecho de que su acumulación 
vaya asociada con el desarrollo de la misma, así como va asociada a la maduración 
del fruto de tomate, sugiere que esta EGasa puede estar también implicada en 
dicho proceso, así como en otros en los que participa la pared celular, como la 
interacción con patógenos. Este resultado permitió abordar el estudio de la 
participación de Cel1 en la interacción de la planta de tomate con B. cinerea. 
 
Puesta a punto de la infección con B. cinerea en plantas de tomate 
 
Para abordar los estudios de interacción con patógenos en hoja de tomate se 
puso a punto un sistema reproducible de infección con el hongo necrótrofo B. 
cinerea. Se cortaron hojas de la parte apical (hojas jóvenes) y de la parte media 
(hojas maduras) de plantas Ailsa Craig de 3 meses de desarrollo. Las hojas se 
dispusieron de forma independiente en placas petri para mantener la humedad (ver 
material y métodos) y se inocularon mediante la aplicación de 5μL de una 
suspensión de esporas 1x106 esporas /mL por foliolo.  
En estas condiciones se produjo un crecimiento radial del hongo a partir del 
punto de inoculación, que permitió determinar el grado de infección en cada caso 
midiendo el diámetro de la necrosis. Se comprobó así mismo que las hojas jóvenes 
eran más resistentes a B. cinerea que las hojas maduras (Figura 2).  
Dado que el contenido en proteína Cel1 de las hojas jóvenes es inferior al de las 
hojas  maduras (Figura 1b), el fenotipo de infección observado en ambos tipos de 
hojas era consistente con la participación de la EGasas Cel1 en la susceptibilidad 
basal de la planta frente a este necrótrofo. 
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Aunque habitualmente este tipo de estudios se realiza en hoja aislada, se puso a 
punto un sistema reproducible de infección en planta entera que permitiera una 
aproximación más in vivo. Para ello, las plantas de un mes de desarrollo, se 
mantuvieron en condiciones hidropónicas y se inocularon con una suspensión de 
esporas de B. cinerea de 1 x 106 esporas /mL en la tercera y cuarta hoja de la 
planta (ver material y métodos). Los síntomas de infección se evaluaron midiendo 
el diámetro del área necrosada. 
 
Estudios de infección con B. cinerea en plantas transgénicas antisentido 
 
El estudio de la participación de las EGasas en la interacción con patógenos se 
abordó haciendo uso de plantas modificadas genéticamente, que habían sido 
transformadas con los genes  Cel1 y Cel2 en orientación antisentido en el 
laboratorio del Dr. Bennett y que se denominaron Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-Cel1-
Cel2 (Lashbrook y col., 1998; Brummell, y col. 1999; Brummell y col., 2001). Se 
trata, por tanto, de plantas transgénicas antisentido que de forma constitutiva no 
expresan Cel1 (Anti-Cel1), Cel2 (Anti-Cel2) o ninguna de las EGasas (Anti-Cel1-
Cel2). 
Previamente a la realización de los estudios de infección, en este trabajo se 
analizó la acumulación de la proteína Cel1 en hojas de plantas de 1 mes de 
desarrollo, tanto del cultivar silvestre (T5) como de las diferentes líneas 
Figura 2: Infección de hojas jóvenes y maduras con B. cinerea. Hojas cortadas de la parte 
apical (hojas jóvenes) y de la parte media (hojas maduras) de plantas de tomate de 3 meses de 
desarrollo cv. Ailsa Craig se inocularon con 5 μL de una suspensión de esporas de  B.  cinerea de 
1x106 esporas/mL. A las 72 horas se midió el diámetro del halo de necrosis. El gráfico muestra los 
datos de un experimento representativo. Las medias que son estadísticamente diferentes entre sí 
(p <0,05), están indicadas con letras. 
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transgénicas, mediante análisis por western blot, utilizando los anticuerpos 
específicos para Cel1 (Figura 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados demostraron que la proteína Cel1 estaba ausente en las hojas de 
las plantas Anti-Cel1 y Anti-Cel1-Cel2. Aunque no se disponía de anticuerpos 
específicos frente a la EGasa Cel2, se pudo comprobar que la ausencia de expresión 
de Cel2 en las plantas Anti-Cel2, no provocó un cambio en la acumulación de Cel1 
en dichas plantas (Figura 3). 
Para observar el fenotipo de infección de las plantas antisentido se utilizó el 
sistema de infección puesto a punto en planta entera. 
Al infectar las plantas antisentido se comprobó que la supresión de la expresión 
de ambas EGasas producía una reducción del diámetro de la necrosis de alrededor 
del 30 % (Figura 4 a). Era necesaria la ausencia de las dos EGasas para observar el 
fenotipo de resistencia (Figura 4a), ya que las plantas Anti-Cel1 y Anti-Cel2 
mostraron un fenotipo similar al de las plantas silvestres. Estos resultados 
confirmaban la implicación de estas EGasas en el proceso de infección, y el hecho 
de que su ausencia hiciera más resistentes a las plantas señalaba a Cel1 y Cel2 
como factores de susceptibilidad. No sólamente se observó una reducción del área 
de necrosis, sino que además se observó que la zona dañada estaba más 
delimitada. Como se puede observar en las fotografías, en las plantas del cultivar 
control y en las plantas Anti-Cel1 y Anti-Cel2 el área de necrosis presenta un 
aspecto más tentaculado e irregular, mientras que en las plantas Anti-Cel1-Cel2 el 
área necrótica se observa mejor definida (Figura 4b). 
 
 
Figura 3: Análisis de la proteína Cel1 en las plantas transgénicas antisentido 
Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-Cel1-Cel2. Se extrajeron las proteínas de hojas 
completamente expandidas de plantas de tomate cv. T5,  Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-
Cel1-Cel2 de 1 mes de desarrollo. Se separaron 30 μg de proteínas por  SDS-PAGE y se 
analizó la acumulación de Cel1 por western blot. La igualdad de la carga de proteína se 
comprobó mediante tinción de Ponceau de la membrana previamente a la detección con 
anticuerpos policlonales específicos contra Cel1. 
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Estos resultados relacionan a las β-1,4-endoglucanasas de tomate con el proceso 
de infección, al menos como factores de susceptibilidad frente a Botrytis cinerea.  
 
Estudio de la deposición de calosa 
 
Una vez establecido que la ausencia de las EGasas Cel1 y Cel2 en las plantas 
transgénicas Anti-Cel1-Cel2 reducía la susceptibilidad a B. cinerea, se procedió a 
investigar cuáles eran las bases moleculares de dicho fenómeno. Como primera 
aproximación se analizaron los cambios producidos en la pared celular 
Figura 4: Infección de las plantas transgénicas antisentido Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-
Cel1-Cel2 con B. cinerea. Figura 4a: Se inocularon hojas de plantas de tomate cv. T5,  Anti-
Cel1, Anti-Cel2 y Anti-Cel1-Cel2 de 4 semanas de desarrollo con 5 μL de una suspensión de 
esporas de  B.  cinerea de 1x106 esporas /mL en cada foliolo de la tercera y cuarta hoja. A las 48, 
72 y 96 horas se midió el diámetro del halo de necrosis. Las barras muestran la media del 
diámetro de las necrosis en un experimento representativo (n=10)  ±  el error estándar, para cada 
genotipo. Las medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p-valor<0,05) están indicadas 
con letras. Figura 4b: Fotografías de foliolos infectados de cada genotipo, a las 96 horas post-
inoculación. 
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determinando la acumulación de calosa en el sitio de infección. La calosa es un 
polímero de β-1,3-D-glucosa que desempeña muchas funciones esenciales en las 
plantas superiores, estando implicado en el proceso de formación de papilas con el 
fin de contener una infección por biótrofos, aunque recientemente, se ha descrito 
como un componente principal en la respuesta defensiva frente a necrótrofos en 
Arabidopsis (Zimmerli y col., 2000; Ton y col., 2004, Flors y col., 2005). 
En la Figura 5 se muestran los niveles de calosa acumulados en la zona de 
infección, en los distintos tipos de plantas inoculadas con B. cinerea.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Acumulación de calosa en plantas transgénicas antisentido tras la infección con B. 
cinerea. Plantas de tomate cv. T5,  Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-Cel1-Cel2 de 4 semanas de desarrollo 
se inocularon con 5 μL de una suspensión de esporas de  B.  cinerea de 1x106 esporas/mL en cada 
foliolo de la tercera y cuarta hoja y 72 h.p.i. se realizó una doble tinción con calcofluor y azul de anilina 
y se visualizó por microscopía de fluorescencia. Figura 5a: La calosa depositada se cuantificó mediante 
análisis de imagen. Las barras muestran la media de píxeles de calosa relativos al área total de todas 
las imágenes microscópicas de cada foliolo analizado de un experimento representativo (n=10) ±  el 
error estándar para cada tratamiento. Los grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre 
sí (p-valor<0,05) están indicados con letras. Figura 5b: Imágenes microscópicas del área necrótica en 
las plantas T5 (i) y Anti-Cel1-Cel2 (ii). La calosa se observa en color amarillo, depositada a lo largo del 
frente de avance de la necrosis. En la imagen de la derecha se visualizan las acumulaciones de calosa 
en las plantas Anti-Cel1-Cel2 con más aumento. La flecha blanca señala uno de los acúmulos de calosa 
(iii). 
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Las plantas control (cv. T5) acumulan algo de calosa, lo que demuestra por 
primera vez que en tomate la calosa constituye un mecanismo de defensa frente a 
un patógeno necrótrofo y en particular, frente a B. cinerea (Figura 5a). 
Por otra parte, la ausencia de expresión de las dos EGasas supone un incremento 
en la acumulación de calosa en respuesta a la infección, lo que relaciona a las 
EGasas Cel1 y Cel2 con la acumulación de este polímero de defensa (Figura 5a). 
Como se observa en la Figura 5b (i-ii), en el caso de la infección por B. cinerea, 
las deposiciones de calosa se observan en el frente de avance de la necrosis, 
formando una barrera de contención. 
 
Para confirmar que la sobreacumulación de calosa contribuía a que las plantas 
anti-Cel1-Cel2 fueran más resistentes a la infección, se diseñó un experimento de 
bloqueo de la producción de calosa mediante el tratamiento con el inhibidor DDG (2 
desoxi-D-glucosa) (Jakab y col., 2001).  
El DDG se aplicó por infiltración en los foliolos de las hojas que iban a ser 
inoculados con B. cinerea. Se confirmó que el tratamiento impedía la acumulación 
de calosa en respuesta a la infección, tanto en las plantas control como en las Anti-
Cel1-Cel2 (Figura 6a, ii-iv) y eliminó la mayor resistencia observada en las plantas 
Anti-Cel1-Cel2, siendo en este caso el diámetro de necrosis equivalente al de las 
plantas control (cv. T5) (Figura 6b). Por tanto, estos resultados demuestran que la 
reducción de la necrosis observada en las plantas Anti-Cel1-Cel2 está asociada con 
una mayor acumulación de calosa.  
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Figura 6. Efecto de la inhibición de la síntesis de calosa en la resistencia de las plantas Anti-
Cel1-Cel2. se trataron plantas de tomate cv. T5 y Anti-Cel1-Cel2 de 4 semanas de desarrollo con 
DDG 1,2 mM  por infiltración en los foliolos de la tercera y cuarta hoja y 24 h después se inocularon 5 
μL de una suspensión de esporas de  B.  cinerea de 1x106 esporas/mL. Figura 6a: La calosa se 
visualizó a las 72 h.p.i. mediante tinción con azul de anilina y microscopía de epifluoresencencia. Las 
imágenes microscópicas muestran el área necrótica a las 72 h.p.i. en las plantas T5 (i-ii) y Anti-Cel1-
Cel2 (iii-iv) sin tratar (i-iii) y tratadas con DDG (ii-iv). Figura 6b: La resistencia se cuantificó a las 72 
h.p.i. midiendo el área de necrosis. Las barras muestran la media del diámetro del área de necrosis ±  
el error estándar para cada tratamiento. Las medias estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) se 
han indicado con un asterisco.  
Capítulo I. Resultados 
 95
Estudio de genes marcadores de las principales rutas de respuesta a 
patógenos en Solanum lycopersicum 
 
Para averiguar si la ausencia de las EGsas alteraba la señalización implicada en la 
respuesta a patógenos se midieron los niveles de expresión de genes marcadores 
de las pricipales rutas de respuesta a patógenos mediante RT-Q-PCR. PR1 es una 
proteína relacionada con patogénesis inducida por salicílico y la lipooxigenasa D 
(LoxD), está implicada en las primeras etapas de la ruta de síntesis del ácido 
jasmónico. Ambos genes se habían descrito previamente como genes marcadores 
inducibles por infección en tomate (Benito y col., 1998; Cohn & Martin, 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Niveles de expresión de PR1 y LoxD en las plantas transgénicas antisentido. 
Plantas de tomate cv. T5 y Anti-Cel1-Cel2 de 4 semanas de desarrollo fueron inoculadas con 5 
μL de una suspensión de esporas de  B.  cinerea de 1x106 esporas /mL en cada foliolo de la 
tercera y cuarta hoja. A las 24, 48 y 72 h.p.i. se extrajo el RNA total que se convirtió en cDNA y 
se analizó mediante RT-Q-PCR. Los niveles de transcrito de PR1 (Figura 7a) y de LoxD (Figura 
7b) se normalizaron con relación a la expresión del gen de la actina medida en la misma 
muestra y a su vez se relativizó el nivel de expresión en hoja infectada con el nivel de expresión 
en la hoja control. Los datos están representados en escala logarítmica y son el resultado de la 
media de 2 réplicas técnicas de un experimento representativo. Los experimentos fueron 
repetidos dos veces. 
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Como se puede observar en la Figura 7a, la expresión de PR1 se induce en las 
plantas del cultivar silvestre (cv. T5) en respuesta a la infección por B. cinerea, lo 
cual es consistente con los resultados de otros autores que afirman que la ruta de 
señalización dependiente de SA juega un papel en la resistencia basal de Solanum  
Lycopersicum frente a B. cinerea (Achuo y col., 2004). También se observó una 
inducción de LoxD en respuesta a la infección (Figura 7b), lo cual apoya la 
implicación de la ruta del JA en esta interacción, como se había propuesto 
anteriormente (Díaz y col., 2002). 
Por otra parte, en las plantas Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-Cel1-Cel2, PR1 y LoxD 
sufren una inducción mayor que en las plantas control (cv. T5) en respuesta a la 
infección. Por lo tanto, dado que la ausencia de ambas EGasas afecta a las 
principales rutas de resistencia a patógenos, cabe pensar que la actividad normal 
de estas enzimas esté relacionada con la susceptibilidad de las plantas frente a B. 
cinerea o, al menos, que estén implicadas en la interacción planta-patógeno. 
 
 
Implicación de Cel1 y Cel2 en la interacción del fruto de tomate con B. 
cinerea 
 
Paralelamente al estudio en planta, abordamos el estudio de las EGasas en la 
interacción B. cinerea-fruto de tomate. 
 
Estudios con frutos procedentes de plantas transgénicas  
 
Dado que los resultados obtenidos con las plantas transformadas con los genes de 
las EGasas en orientación antisentido evidenciaban la existencia de una relación de 
Cel1 y Cel2 con la resistencia frente a B. cinerea, se estudió el efecto producido por 
la ausencia de dichas EGasas en frutos procedentes de plantas transgénicas 
inoculados con B. cinerea.  
Frutos en varios estados de maduración procedentes de las plantas Anti-Cel1, 
Anti-Cel2 y Anti-Cel1-Cel2 se infectaron con B. cinerea previa herida, tal y como 
está descrito en materiales y métodos. A las 96 horas se midió el diámetro del halo 
de necrosis que avanza en torno a la herida. Cuando se infectaron los frutos de las 
distintas plantas antisentido no se observaron diferencias significativas en el 
diámetro de la necrosis con respecto a las plantas silvestres, en ninguno de los 
estados de maduración analizados (Figura 8).  
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El hecho de no encontrar una relación entre la ausencia de las EGasas y la 
respuesta a B. cinerea en fruto podía estar indicando que el papel de estas enzimas 
no es el mismo en los distintos tejidos de la planta y/o que los mecanismos de 
respuesta en el fruto son diferentes a los que actúan en la planta frente a este 
necrótrofo. 
Al determinar la acumulación de la proteína Cel1 en los frutos antisentido por 
western blot se comprobó, sorprendentemente, que Cel1 era muy poco abundante 
en el pericarpio de los frutos del cultivar T5, utilizado para obtener las plantas 
transgénicas, por lo que era difícil determinar la ausencia de Cel1 en los frutos 
procedentes de las plantas Anti-Cel1 y Anti-Cel1-Cel2 (Figura 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Determinación de la proteína Cel1 en los frutos transgénicos antisentido. Se 
separó el lóculo y el pericarpio de frutos maduros de las plantas T5, Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-
Cel1-Cel2. Se extrajeron las proteínas de ambos tejidos y se separaron 60 μg por  SDS-PAGE. Se 
analizó la acumulación de Cel1 por western blot. La igualdad de la carga de proteína se comprobó 
mediante tinción de Ponceau de la membrana previamente a la detección con anticuerpos 
policlonales específicos contra Cel1. 
Figura 8: Infección de frutos transgénicos antisentido. Los frutos de varios estados de 
maduración de las plantas silvestres (cv.T5) y transgénicas Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-Cel1-Cel2 
se inocularon previa herida con una suspensión de esporas de B. cinerea de 4 x 106 esporas/ml. A 
las 96 horas se midió el diámetro del halo de necrosis. Los datos representados son la media de 
las medias de las 4 áreas necróticas de cada fruto. Cada media corresponde a 6 frutos en cada 
estado de maduración. La figura muestra los resultados de un experimento representativo. 
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La proteína Cel1, sin embargo, sí se detectó en el lóculo del fruto T5, lo que 
permitió comprobar su ausencia en los frutos Anti-Cel1 y Anti-Cel1-Cel2. Estas 
observaciones pusieron de manifiesto que, dado que las inoculaciones se llevan a 
cabo en el pericarpio, los frutos de las plantas transgénicas antisentido no eran una 
buena herramienta para llevar a cabo este estudio. 
Aunque no se dispone todavía de anticuerpos específicos frente a la EGasa Cel2, 
se pudo comprobar que la ausencia de expresión de Cel2 en los frutos Anti-Cel2, no 
provocó un cambio en la acumulación de la proteína Cel1, al igual que ocurría en la 
hoja (Figura 9).  
Por otra parte, hay que tener en cuenta que B. cinerea es un patógeno de herida, 
por lo que los sistemas de infección utilizados habitualmente para inocular los 
frutos, requieren una incisión en el pericarpio del mismo y tal vez, las posibles 
diferencias de susceptibilidad en los frutos transgénicos podían haber sido 
enmascaradas por un sistema de infección facilitado para el patógeno. 
Por ello, se diseñó un sistema de infección por spray. Este sistema se había 
descrito para la inoculación de frutos de tomate con otros hongos patógenos 
(Cooper y col., 1998). El objetivo era lograr un sistema menos agresivo de 
infección, ya que este sistema aprovecha los puntos de entrada naturales en frutos 
cosechados. La zona más vulnerable es la zona apical del fruto, por la que se ha 
separado de la planta. Este procedimiento nos  permitiría observar la respuesta del 
fruto frente a una infección, más parecida a la que se puede dar en la naturaleza. 
Tras la inoculación de esporas de B. cinerea mediante spray, se produjo un 
crecimiento radial de la necrosis desde la cicatriz apical seguido, en ocasiones, de la 
extensión de micelio sobre la superficie del tejido necrosado. Para evaluar la 
infección en este sistema se expresaron los resultados en porcentaje de frutos 
infectados puesto que, a diferencia del sistema de herida, tras la inoculación por 
spray no todos los frutos se infectan.  
En la tabla se recogen los datos de infecciones realizadas por el sistema de 
herida en tres cultivares de tomate diferentes (Figura 10a). En el gráfico vienen 
representados los datos de infecciones realizadas por spray en los mismos 
cultivares (Figura 10b). Utilizando la inoculación por spray se observaron 
diferencias de susceptibilidad entre cultivares, que mediante la infección por herida 
no se habían detectado. Así, se comprobó que el cultivar Pearson es más 
susceptible a B. cinerea que los cultivares T5 y Ailsa Craig. Si bien no se observaron 
diferencias significativas de susceptibilidad entre los cultivares T5 y Ailsa Craig a B. 
cinerea utilizando ambos sistemas de inoculación, sí se apreciaron diferencias en el 
modo de avance del micelio entre los frutos de ambos cultivares (Figura 10c) 
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debidas, probablemente, a diferencias en la estructura del pericarpio de ambos 
tipos de frutos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Susceptibilidad de los frutos de tomate de diferentes cultivares a B. cinerea 
utilizando distintos sistemas de inoculación. Figura 10a: Los frutos de varios estados de 
maduración de los cultivares T5, Ailsa Craig y Pearson se infectaron previa herida. A las 96 horas 
se midió el diámetro del halo de necrosis. Los datos representados son la media de los datos de 
tres experimentos independientes, en los cuales se usaron 4 frutos en cada estado de maduración. 
SE=error estándar. Figura 10b: 15 frutos de cada cultivar fueron inoculados pulverizando tres 
veces con una suspensión de esporas de B. cinerea. Los datos mostrados son la media de tres 
experimentos independientes. Las medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p <0,05), 
están indicadas con letras. Figura 10c: Fotografías de un fruto cv. Ailsa Craig y de un fruto cv. T5 
tras 96h.p.i. de esporas de B. cinerea por el sistema de herida. 
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Al inocular los frutos transgénicos antisentido mediante el sistema de infección 
por spray no se detectaron diferencias de susceptibilidad entre ellos, ni con 
respecto a los frutos silvestres (Figura 11). Se pudo observar que utilizando este 
sistema se  infectaron pocos frutos, por lo que se detectó mucha variabilidad. Por 
ello la infección por spray no permite obtener resultados concluyentes con los frutos 
transgénicos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudios con mutantes de maduración 
 
Como herramienta adicional a los frutos transgénicos antisentido disponíamos de 
varios mutantes de maduración para los que, en estudios previos, se había 
demostrado la baja expresión de estas EGasas a nivel transcripcional (González-
Bosch y col., 1996). Los frutos del mutante Never ripe (Nr) mostraban una 
acumulación reducida de los transcritos de Cel1 y Cel2 y en el mutante ripening 
inhibitor (rin) la expresión de Cel1 era baja y la expresión de Cel2 virtualmente 
nula (González-Bosch y col., 1996). Debido a este hecho, en un intento de revertir 
el fenotipo de maduración de este mutante, se expresó Cel2 usando un promotor 
específico de fruto (AB Bennett, datos no publicados). Los frutos mutantes con el 
mismo tiempo de desarrollo que los frutos del cultivar silvestre correspondiente 
(Ailsa Craig en el caso del mutante rin y Pearson en el caso de Nr) muestran un 
retraso en la maduración, que resulta incompleta (Figura 12). Los frutos rin 
muestran cierta coloración amarilla, los frutos Nr una coloración anaranjada y 
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Figura 11: Infección con B. cinerea de los frutos transgénicos antisentido mediante el 
sistema de spray. 15 frutos de cada cultivar de tomate fueron inoculados pulverizando hasta 
cubrir la superficie del fruto con una suspensión de esporas de B. cinerea de 5 x 105 esporas/ml. A 
los 20 d.p.i. se evaluaron los síntomas de la infección. Los datos mostrados son la media de dos 
experimentos independientes. Los datos están expresados en porcentaje de frutos infectados con 
respecto al total de frutos inoculados. 
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ambos mutantes alcanzan un leve reblandecimiento mucho tiempo después de que 
los frutos del cultivar control hayan completado la maduración (Rick & Butler, 1956; 
Hobson, 1967; Herner & Sink, 1973). En el caso de los frutos rin la expresion de 
Cel2 no revierte este fenotipo, aunque sí acelera ligeramente la maduración del 
fruto (Figura 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para comprobar la ausencia de la proteína Cel1 en los distintos mutantes de 
maduración se llevó a cabo un análisis mediante western blot (Figura 13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Fenotipo de maduración en los frutos mutantes. Las fotos ilustran el fenotipo de 
los frutos control cv. Ailsa Craig y cv. Pearson en estado maduro (rojo) y el aspecto de sus 
correspondientes mutantes rin y Nr cuando alcanzan su estado de maduración máxima. 
rin
Pearson Nr
Ailsa Craig 
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Los resultados confirmaron la acumulación de Cel1 a lo largo de la maduración en 
el cultivar Pearson, al igual que ocurre en el cultivar Ailsa Craig (Figura 13). 
También se demostró la ausencia de la proteína en los frutos mutantes rin y Nr 
durante el periodo de maduración normal de sus cultivares control, pero 
sorprendentemente, se observó la acumulación de Cel1 en estados muy avanzados 
de maduración. Cel1 empieza a acumularse en los frutos rin cuando alcanzan el 
tiempo correspondiente a la maduración completa (fruto rojo maduro) de los frutos 
control (Ailsa Craig) y los frutos Never ripe empiezan a acumular Cel1 después de 
superar el tiempo de maduración normal del cultivar control (Pearson). Además de 
producir una maduración mas temprana con respecto a rin, la expresión de Cel2 en 
el fondo genético rin produjo un adelanto en la acumulación de Cel1, aunque no un 
incremento de la misma (Figura 13).  
 
 
Figura 13: Análisis de la acumulación de la proteína Cel1 en los frutos mutantes de 
maduración. Se marcaron las flores de los cultivares silvestres Ailsa Craig y Pearson, así como de 
sus correspondientes mutantes rin, rin-Cel2 y Nr, en el momento inmediatamente posterior a la 
antesis de la flor. Se recolectaron frutos de los cultivares silvestres (frutos control) a varios 
tiempos post-antesis, correspondientes a distintos estados de maduración. Se recolectaron frutos 
de los distintos mutantes a los mismos tiempos de desarrollo que los frutos control.  Se determinó 
la abundancia de la proteína Cel1 en el pericarpio de los frutos analizando 60 μg de las proteínas 
extraídas mediante  SDS-PAGE y posterior western blot. La igualdad de la carga de proteína se 
comprobó mediante tinción con Ponceau-S de la membrana, previamente a la detección con 
anticuerpos policlonales específicos contra Cel1. Las fotos ilustran los patrones de bandas 
obtenidos, así como el estado de maduración de los frutos en el momento de su recolección. 
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Estudios de infección con frutos Pearson y Nr 
 
Al infectar los frutos Pearson y Nr por el sistema de inoculación habitual, no se 
observaron diferencias en el fenotipo de infección entre ellos (Figura 14). Se 
observó que en varios de los experimentos realizados los frutos Nr tendían a 
infectarse menos con respecto a Pearson, pero estas diferencias eran 
estadísticamente significativas de manera puntual y el resultado no era 
reproducible en todos los experimentos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aplicando el sistema de infección por spray no se encontraron diferencias 
significativas entre los frutos Pearson y Nr (Figura 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Infección de frutos Pearson y del mutante de maduración Nr. Se recolectaron 
frutos de varios estados de maduración de las plantas Pearson y frutos correspondientes a los 
mismos estados de desarrollo y se infectaron previa herida. A las 96 horas se midió el diámetro 
del halo de necrosis. Los datos representados son la media de las medias de las 4 áreas necróticas 
de cada fruto. Cada media corresponde a 6 frutos en cada estado de maduración. La figura 
muestra los resultados de un experimento representativo. Las medias del diámetro del área 
necrosada de los frutos Pearson estadísticamente diferentes (p<0,05) de las de los frutos Nr con 
el mismo tiempo de desarrollo están indicadas mediante un asterisco (*). 
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Estudios de infección con los frutos Ailsa Craig, rin y rin-Cel2 
 
En el caso del mutante rin, en el que la expresión de Cel1 está reducida y no 
expresa Cel2, se obtuvieron resultados interesantes. La expresión de Cel2 en los 
frutos rin-Cel2 provocó un aumento considerable de la susceptibilidad a la infección 
por B. cinerea con respecto a los frutos rin y al cultivar silvestre Ailsa Craig (Figura 
16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: Infección de frutos Ailsa Craig, rin y rin-Cel2. Se recolectaron frutos maduros de 
tomate cv. Ailsa Craig y  frutos del mismo tiempo de desarrollo  de las plantas rin y rin-Cel2 y se 
infectaron previa herida. A las 96 horas se midió el diámetro del halo de necrosis. Los datos 
representados son la media de las medias de las 4 áreas necróticas de cada fruto. Cada media 
corresponde a 6 frutos. La Figura muestra los resultados de un experimento representativo. Las 
medias estadísticamente diferentes (p<0,05) están indicadas mediante letras. 
Figura 15: Infección con B. cinerea de los frutos Pearson y Nr mediante el sistema de 
spray. 15 frutos de tomate de cada genotipo fueron inoculados pulverizando con una suspensión 
de esporas de B. cinerea de 5 x 105 esporas/ml hasta cubrir la superficie del fruto. A los 15 d.p.i. 
se evaluaron los síntomas de infección. Los datos mostrados son la media de cuatro experimentos 
independientes. Los datos son expresados en porcentaje de frutos infectados con respecto al total 
de frutos inoculados. 
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Aplicando el sistema de infección por spray, no sólo se corroboraron los 
resultados obtenidos con los frutos rin-Cel2, sino que se acentuaron las diferencias 
de susceptibilidad con respecto a los frutos rin (Figura 17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados obtenidos apoyan la idea de que Cel2 constituye un factor de 
susceptibilidad frente a B. cinerea en el fruto de tomate y que los frutos rin-Cel2 
pueden ser una buena herramienta para estudiar la implicación de las EGasas en 
esta interacción. 
 
Figura 17: Infección con B. cinerea de los frutos Ailsa Craig, rin y rin-Cel2 mediante el 
sistema de spray. 15 frutos de cada cultivar de tomate fueron inoculados pulverizando tres 
veces con una suspensión de esporas de B. cinerea de 5 x 105 esporas/ml. A los 15 d.p.i. se 
evaluaron los síntomas de la infección. El gráfico muestra los datos de un experimento 
representativo de tres experimentos independientes. Los datos son expresados en porcentaje de 
frutos infectados con respecto al total de frutos inoculados. Las fotografías de la parte inferior de 
la figura ilustran el fenotipo de los frutos en el mismo experimento representativo, al cabo de seis 
días post-inoculación. 
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DISCUSIÓN 
 
 
Implicación de Cel1 y Cel2 en la interacción de la planta de tomate con 
B. cinerea 
 
El trabajo presentado en este capítulo demuestra que la ausencia de las EGasas 
Cel1 y Cel2 disminuye la susceptibilidad de las plantas de tomate al hongo 
necrótrofo B. cinerea. Estudios previos, basados en el patrón de expresión génica, 
habían sugerido que ambas EGasas participaban en la maduración del fruto y en la 
abscisión de la flor (Lashbrook y col., 1994). El análisis de la proteína Cel1, 
utilizando anticuerpos policlonales específicos, apoyó la implicación de esta EGasa 
en ambos procesos (González-Bosch y col., 1997; Real y col., 2004). Por otra 
parte, se había demostrado la expresión diferencial de la proteína Cel1 en fruto de 
tomate tras la infección con hongos necrótrofos, sugiriendo una interesante relación 
entre EGasas, respuestas de defensa y el proceso de maduración del fruto (Real y 
col., 2004). 
Para estudiar la implicación de las EGasas en la interacción planta-patógeno, se 
analizó la presencia de la proteína Cel1 en distintas partes de la planta de tomate. 
Se pudo comprobar que la proteína Cel1 estaba presente también en otros tejidos 
vegetativos, como las hojas y los tallos. La visualización de la proteína mediante 
análisis por western blot reveló la presencia de varios polipéptidos, tal como se 
había observado previamente en la zona de abscisión de la flor y en el fruto 
(González-Bosch y col., 1997; Real y col., 2004). También se comprobó que el 
patrón de acumulación de Cel1 estaba relacionado con el desarrollo de estos 
tejidos, observádose su máximo nivel en las hojas totalmente expandidas y en la 
zona basal del tallo.  
La presencia de la proteína Cel1 en hojas de tomate y su patrón de acumulación a 
lo largo del desarrollo de las mismas, permitió plantear como uno de los objetivos 
de este trabajo el estudio del papel desempeñado por esta EGasa en la interacción 
de la planta de tomate frente al hongo necrótrofo B. cinerea.  
Para llevar a cabo dicho estudio se utilizaron plantas transgénicas, transformadas 
con los genes de las EGasas Cel1 y Cel2 en orientación antisentido. Estas plantas 
fueron obtenidas en el laboratorio del Dr. Alan Bennett y se denominaron Anti-Cel1, 
Anti-Cel2 y Anti-Cel1-Cel2 (Lashbrook y col., 1998; Brummell y col., 1999). En 
primer lugar se comprobó, mediante análisis por western blot, que las hojas de las 
plantas transgénicas Anti-Cel1 y Anti-Cel1-Cel2 no acumulaban la proteína Cel1. No 
se pudo realizar el mismo tipo de análisis con la proteína Cel2, al no disponer de 
anticuerpos específicos para dicha EGasa. Sí se pudo demostrar, sin embargo, que 
la proteína Cel1 se acumulaba en las plantas Anti-Cel2 a un nivel comparable a las 
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del cultivar silvestre (cv. T5), indicando que no había un efecto compensatorio 
entre ambas EGasas.  
 A partir de estos resultados y de los estudios previos realizados en fruto de 
tomate, se inició el estudio de la implicación de estas EGasas en la interacción de la 
planta con patógenos. Para ello, se puso a punto un sistema de infección 
reproducible en planta entera con el hongo necrótrofo B. cinerea. Este sistema de 
infección permite una aproximación más in vivo de la interacción, comparado con 
los estudios habituales que se suelen realizar en hoja aislada o en discos de tejido. 
Utilizando este sistema se comprobó que las plantas transgénicas Anti-Cel1-Cel2 
eran significativamente menos susceptibles a la infección y que presentaban un 
fenotipo característico, consistente en un área de necrosis  menor y bien 
delimitada. La mayor resistencia frente a B. cinerea mostrada por las plantas de 
tomate que carecen de las EGasa Cel1 y Cel2 permite proponer a estas EGasas 
como factores de susceptibilidad frente a dicho patógeno. Las plantas transgénicas 
que carecen de una de las EGasas (plantas Anti-Cel1 y Anti-Cel2) no mostraron 
diferencias significativas de susceptibilidad con respecto a las plantas control (cv. 
T5). Estos resultados indican que se requiere la ausencia de ambas EGasas para 
que se produzca una variación significativa en la respuesta de la planta frente a B. 
cinerea.   
Al inicio de este trabajo la mayor parte de la información disponible sobre el 
papel desempeñado por enzimas hidrolíticas de pared en las interacciones planta-
patógeno hacía referencia a aquellas consideradas como proteínas relacionadas con 
patogénesis (PRs), como son las β-1,3-glucanasas y las quitinasas (van Loon y col., 
2006a). Se había descrito, sin embargo, que en Arabidopsis el gen PMR6, que 
codifica una pectatoliasa, era un factor de susceptibilidad a Erysiphe cichoracearum  
(Vogel y col., 2002). La resistencia observada en mutantes de dicho gen parecía 
estar relacionada con una reducción en la disponibilidad de nutrientes para el 
patógeno o con una menor eficiencia en la penetración del mismo, probablemente 
debido al incremento en el contenido en pectinas de la pared. La resistencia 
mediada por mutaciones en el gen pmr6 constituía una nueva forma de resistencia 
frente a patógenos, basada en la pérdida de un gen necesario durante una 
interacción compatible, pero que no requería la activación de las principales rutas 
de defensa de las plantas. Los resultados eran, por tanto, consistentes con la idea 
de que la composición de los polisacáridos de la pared celular constituía un factor 
determinante en la interacción planta-patógeno.  
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Interferencia de Cel1 y Cel2 en mecanismos de respuesta de la planta de 
tomate frente a B. cinerea 
 
Una vez comprobado que la ausencia de las EGasas Cel1 y Cel2 reducía la 
susceptibilidad de las plantas transgénicas Anti-Cel1-Cel2 frente a B. cinerea, se 
procedió a determinar si dicho fenotipo estaba asociado con cambios en los 
principales mecanismos de respuesta de las plantas. Para ello se llevó a cabo un 
análisis microscópico de la zona de expansión de la necrosis y del tejido colindante. 
Utilizando un método de tinción específica, se pudo comprobar que las plantas de 
tomate acumulaban de forma local el polisacárido de defensa calosa, en respuesta 
al ataque por B. cinerea. Asimismo, se demostró que en las plantas Anti-Cel1-Cel2 
se incrementaba significativamente el depósito de calosa en torno al sitio de 
infección, con respecto a las plantas control. Las plantas Anti-Cel1 y Anti-Cel2, sin 
embargo, no mostraron diferencias significativas en la acumulación del polímero, 
con respecto a las plantas control (cv. T5). Hay que destacar que la inducción de 
una mayor acumulación de calosa sólo se produjo al infectar con B. cinerea, por lo 
que la ausencia de las EGasas produciría un efecto de priming en la planta de 
tomate. 
En conjunto, estos resultados indican que la deposición de calosa constituye un 
mecanismo de respuesta frente a este hongo necrótrofo en tomate, y que una 
mayor acumulación de la misma contribuiría a la mayor resistencia presentada en 
las plantas transgénicas. El tratamiento de las plantas con 2-desoxi-D-glucosa 
(DDG), un inhibidor de la síntesis de calosa, incrementó la susceptibilidad de las 
plantas control frente a B. cinerea,  demostrando que la deposición de calosa forma 
parte de las defensas inducibles de la planta de tomate contra necrótrofos. 
Asimismo, la ausencia de deposición de calosa anuló la resistencia incrementada en 
las plantas Anti-Cel1-Cel2, mostrando un fenotipo de infección similar al de las 
plantas control, confirmando así que la actividad de las EGasas está relacionada con 
este mecanismo de defensa. Recientemente se había demostrado que en 
Arabidopsis la deposición de calosa constituía un mecanismo esencial contra 
necrótrofos como Alternaria brassicicola (Ton y col., 2004; Flors y col., 2005). En 
tomate se disponía de datos procedentes de plantas deficientes en una β-1,3-
glucanasa, que mostraban una mayor resistencia al virus del mosaico del tabaco 
(TMV), asociada con un aumento en la acumulación de calosa en los plasmodesmos 
(Iglesias & Meins, 2000). 
Por otra parte, se analizó el efecto producido por la ausencia de ambas EGasas en 
las principales rutas de señalización relacionadas con las defensas de las plantas. 
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Para ello se determinaron los niveles de expresión de genes marcadores de las 
rutas dependientes de ácido salicílico (SA) y de ácido jasmónico (JA).  
Se había descrito que la ruta del SA participaba en la interacción con B. cinerea 
en tomate (Achuo y col., 2004). En nuestro sistema experimental se comprobó que 
la expresión del gen PR1 se incrementaba en respuesta a la infección con B. cinerea 
en tomate, siendo este resultado consistente con la implicación de la ruta del SA en 
esta interacción planta-patógeno. En las plantas transgénicas Anti-Cel1, Anti-Cel2 y 
Anti-Cel1-Cel2, se produjo un incremento adicional en la acumulación del transcrito 
de PR1, indicando que la ausencia de las EGasas afecta a la expresión de genes 
relacionados con esta ruta de señalización.  
Similarmente a PR1, el anális de la expresión del marcador de la ruta de JA, 
LoxD, reveló que este transcrito se acumula a medida que avanza la infección, 
demostrando la implicación de la ruta mediada por JA en la interacción tomate-B. 
cinerea. La participación de esta ruta en dicha interacción había resultado 
controvertida, ya que en unas condiciones experimentales se había descrito que el 
mutante de tomate def1, deficiente en JA, resultaba más susceptible a B. cinerea 
(Díaz y col., 2002).  Sin embargo, otros investigadores no observaron diferencias 
entre este mutante y el control (Audenaert y col., 2002b), aunque en este segundo 
estudio los experimentos se llevaron a cabo utilizando hojas cortadas de plantas de 
más tiempo de crecimiento. Por otra parte, y al igual que PR1, la expresión de LoxD 
se incrementó en todas las plantas transgénicas antisentido.  
El hecho de que la ausencia de las EGasas Cel1 y Cel2 produzca un incremento en 
la expresión de genes marcadores de las rutas principales de resistencia a 
patógenos, apoya la relación existente entre las EGasas y los mecanismos de 
respuesta frente a patógenos. 
 
Implicación de Cel1 y Cel2 en la interacción del fruto de tomate con B. 
cinera 
 
El estudio del papel de las EGasas en la interacción con el patógeno se extendió al 
fruto de tomate. Los frutos transgénicos Anti-Cel1, Anti-Cel2 y Anti-Cel1-Cel2 no 
mostraron diferencias significativas en la susceptibilidad a B. cinerea, con respecto 
a los frutos control. El análisis por western blot de la proteína Cel1 en dichos frutos 
transgénicos puso de manifiesto el bajo nivel de acumulación de dicha proteína en 
el pericarpio de los frutos procedentes de las plantas control (cv. T5), ya que no se 
pudieron detectar los polipéptidos correspondientes en dicho tejido.  Cel1, sin 
embargo, sí se acumulaba visiblemente en el lóculo del fruto, lo que permitió 
confirmar la ausencia de la proteína en los frutos Anti-Cel1 y en los frutos Anti-
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Cel1-Cel2. El hecho de que Cel1 fuese tan poco abundante en el pericarpio del 
fruto, que es el tejido donde se produce la infección, podría ser la causa de que no 
se detectasen diferencias de susceptibilidad entre los frutos transgénicos y los 
frutos control. Este resultado puso de manifiesto que, los frutos transgénicos 
antisentido no eran la mejor herramienta para estudiar la implicación de estas 
EGasas en la infección del fruto de tomate.  
Dado que el sistema de infección en fruto requería una herida previa, se 
consideró que este hecho podría enmascarar las posibles diferencias de respuesta 
existentes entre los frutos transgénicos y los controles. Para descartar esta 
posibilidad se puso a punto un sistema de infección basado en la inoculación 
mediante pulverización de las esporas de B. cinerea. Este sistema había sido 
previamente utilizado en la inoculación de otros patógenos en fruto de tomate 
(Cooper y col., 1998). Utilizando este sistema se observaron diferencias de 
suscepibtilidad a B. cinerea entre frutos de distintos cultivares de tomate, que no 
eran patentes en la infección llevada a cabo con el sistema de herida. Sin embargo, 
en estas condiciones los frutos de las plantas transgénicas antisentido tampoco 
presentaron diferencias significativas en la infección, con respecto a los frutos 
control (cv. T5).  
La ausencia de diferencias en el fenotipo de infección en los frutos transgénicos 
podría deberse, en parte, al bajo nivel de acumulación de la proteína Cel1 en el 
pericarpio de los frutos del cultivar utilizado para obtener las plantas transgénicas. 
Sin embargo, también podría reflejar la existencia de diferencias en los mecanismos 
de defensa frente a patógenos entre la planta y el fruto. Hay que tener en cuenta 
que los mecanismos por los cuales el fruto de tomate responde a una infección 
fúngica no están bien establecidos y podrían ser diferentes a los que se han 
descrito en la planta. 
Como herramienta alternativa a los frutos antisentido, se estudió el proceso de 
infección con B. cinerea en frutos mutantes deficientes en la maduración. Los 
mutantes utilizados fueron Never ripe (Nr)  y ripening inhibitor (rin), en los que se 
había demostrado la baja acumulación de los transcritos de Cel1 y de Cel2 
(González-Bosch y col., 1996). El resultado más interesante de ese estudio previo 
fué comprobar la ausencia del RNA mensajero de Cel2 en los frutos rin, mostrando 
un comportamiento similar al gen de la poligalacturonasa (PG) de tomate 
(Dellapenna y col., 1989; Yen y col., 1995). La ausencia del transcrito de Cel2 
sugirió la posible correlación entre la deficiencia en la actividad de esta EGasa y la  
maduración anómala de los frutos mutantes. Para comprobar esta hipótesis se 
transformó el mutante rin con el gen Cel2, al que nos referiremos como rin-Cel2 
(Dr. Alan Bennett, datos no publicados).  
 110
Estos frutos presentaban un fenotipo similar al de los frutos rin, siendo todavía 
deficientes en el proceso de maduración. Sin embargo, se observó que la expresión 
de Cel2 en el fondo genético rin aceleraba tanto el ablandamiento, como el cambio 
de color, con respecto a lo observado en los frutos rin.  
El análisis de la proteína Cel1 demostró que se produce un retraso en su 
acumulación en el pericarpio de los frutos rin y Nr, a lo largo del periodo normal de 
maduración de los frutos silvestres (cv. Ailsa Craig y cv. Pearson, respectivamente). 
Este resultado es consistente con la baja acumulación del transcrito de Cel1, 
observada previamente en los frutos de ambos mutantes (González-Bosch y col., 
1996). La acumulación de Cel1 en los frutos rin-Cel2 fue similar a la observada en 
los frutos rin, por lo que la expresión de esta EGasa en el mutante no modificó los 
niveles de Cel1. Este resultado, añadido a lo observado en las plantas transgénicas 
Anti-Cel2, refuerza la idea de que los genes Cel1 y Cel2 están sometidos a distintos 
mecanismos de regulación (González-Bosch y col., 1996).  
Un resultado interesante, que se obtuvo del análisis de estos mutantes, fue que 
tras madurar en la planta durante un largo periodo de tiempo, los frutos 
acumularon la proteína Cel1 en todos los casos (Nr, rin y rin-Cel2). Estos resultados 
demuestran que la proteína Cel1 finalmente escapa de la regulación negativa a la 
que estaba sometida a lo largo de la maduración, lo que proporciona nuevos datos 
sobre la compleja regulación de las EGasas en estos mutantes de maduración. 
Puesto que el interés de estudiar estos mutantes era analizar el posible papel de 
las EGasas en la patogénesis del fruto, se infectaron sus frutos con B. cinerea. Se 
comprobó que los frutos Nr mostraban una susceptibilidad similar a la de los frutos 
de su cultivar silvestre (cv. Pearson), confirmando los resultados obtenidos 
previamente en plantas Nr (Díaz y col., 2002).  
Los frutos rin fueron ligeramente más resistentes a la infección por B. cinerea que 
los frutos del cultivar silvestre (cv. Ailsa Craig), siendo este resultado consistente 
con la reducción de las EGasas Cel1 y Cel2 en estos frutos. No obstante, el 
resultado más interesante fue que la expresión de Cel2 en el mutante rin 
incrementó la susceptibilidad de los frutos al hongo. Estos resultados demuestran la 
implicación de las EGasas en la interacción con el patógeno en el fruto de tomate, 
al menos, como un factor de susceptibilidad. La ausencia constitutiva de la 
expresión de una de las EGasas, como ocurre en el mutante rin, no parece ser 
suficiente para afectar de forma significativa a la susceptibilidad basal del fruto a B. 
cinerea. Sin embargo, la presencia de Cel2 en este mutante facilita la expansión del 
patógeno. Aparentemente, el avance del hongo debe ser favorecido por la actividad 
hidrolítica de Cel2, lo cual podría deberse a un incremento en el ablandamiento del 
fruto, que favorecería el avance del patógeno.  
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Muy recientemente se ha comprobado que la expresión simultánea en orientación 
antisentido de una poligalacturonasa y una expansina incrementan la resistencia 
frente a la infección por B. cinerea en frutos de tomate, apoyando el papel de las 
enzimas de pared celular en los mecanismos de respuesta del fruto (Cantu y col., 
2008).  
 
Perspectivas futuras derivadas de la implicación de Cel1 y Cel2 en la 
interacción tomate-B. cinerea  
 
En conjunto, los resultados obtenidos en este capítulo permiten concluir que 
existe una conexión entre las EGasas Cel1 y Cel2 y la susceptibilidad del tomate 
(Solanum lycopersicum) al hongo necrótrofo Botrytis cinerea. Serán necesarios 
estudios adicionales para verificar si la ausencia de las EGasas produce cambios, 
tanto en la composición de la pared celular, como en la regulación de los 
mecanismos de defensa, que retrasen el crecimiento del hongo. Por otra parte, será 
interesante comprobar qué cambios se han producido en la pared celular como 
consecuencia de la ausencia de ambas EGasas, ya que se dispone de poca 
información sobre la especificidad de sustrato de estas enzimas en condiciones 
fisiológicas. Actualmente los sustratos potenciales se consideran el xiloglucano y la 
celulosa no cristalina (Cosgrove, 2005; Ohmiya y col., 2000). En el último caso, los 
autores aportaron evidencias indirectas que sugerían que las EGasas PopCel1 y 
PopCel2 de álamo (Populus alba) podrían degradar las regiones no cristalinas de las 
microfibrillas de celulosa, liberando así los xiloglucanos atrapados. Teniendo en 
cuenta el aparentemente amplio rango de sustratos potenciales para las EGasas, 
una posible explicación para el incremento en la acumulación de calosa producido 
tras la infección en las plantas Anti-Cel1-Cel2 es que la calosa fuese sustrato de las 
EGasas, debido a una actividad O-glicosil de estas enzimas, que podría tener como 
función evitar la acumulación de dicho polisacárido en ausencia del ataque de un 
patógeno.  
Otra hipótesis, quizá más especulativa, pero igualmente interesante, es que la 
ausencia de la actividad enzimática de las EGasas pudiera ser percibida por la 
planta como una señal de alteración en la estructura y funcionamiento normal de la 
pared celular, lo que activaría la bateria de defensas de la planta, con objeto de 
hacer frente a una posible situación de estrés. En tal caso, los productos de la 
actividad de las EGasas podrían actuar como señales del metabolismo normal de la 
pared celular, que reprimirían la activación de los mecanismos de defensa.  
En los últimos años se han aportado muchas evidencias del papel de la pared en 
la señalización celular. En diversos trabajos se ha demostrado la implicación de 
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diferentes componentes y actividades enzimáticas asociadas a la pared celular en 
diversas interacciones planta-patógeno. El mutante de Arabidopsis sma4 muestra 
una elevada susceptibilidad a la cepa avirulenta de la bacteria hemibiótrofa 
Pseudomonas syringae pv. Tomate DC3000 pero, en cambio, es muy resistente al 
necrótrofo Botrytis cinerea. El gen SMA4 codifica la proteína LACS2, un miembro de 
la familia de las Acil-CoA sintetasas de ácidos grasos de cadena larga, implicada en 
la biosíntesis de cutina. Los autores concluyeron que la cutina de la planta, o la 
estructura de la cutícula, podrían desempeñar un papel clave, tanto en la 
patogénesis de B. cinerea, como en la tolerancia a otros estreses bióticos y 
abióticos (Tang y col., 2007). Paralelamente, experimentos llevados a cabo con el 
mutante bre1 de Arabidopsis, resistente a B. cinerea, revelaron que una cutícula 
permeable no sólo no facilita la entrada a hongos patógenos en general sino que, 
sorprendentemente, detiene el avance de B. cinerea. El gen BRE1 fue identificado 
como la sintetasa de Acil-CoA de cadena larga LACS2, asociada previamente con el 
desarrollo de la cutina, componente principal de la cutícula (Bessire y col., 2007). 
Por otra parte, se ha caracterizado un cultivar de tomate que presenta una 
maduración normal del fruto, pero con una mínima tasa de ablandecimiento del 
mismo, denominado "Delayed Fruit Deterioration" (DFD). Los autores asociaron ese 
fenotipo a un incremento en el grosor de la cutícula del pericarpio en el fruto 
maduro y además, observaron que los frutos DFD eran más resistentes a B. cinerea 
y a otros patógenos oportunistas, comparados con el cultivar Ailsa Craig, a menos 
que la cutícula sea dañada mediante una herida previa a la inoculación (Saladié y 
col., 2007). Estas observaciones reflejan cómo un componente de pared puede 
constituir un factor de resistencia o de susceptibilidad, dependiendo del sistema 
planta/fruto-patógeno de estudio. 
Se ha descrito que un denominador común en todas las especies hospedantes de 
B. cinerea es el alto contenido en pectinas de la pared celular. La sobreexpresión de 
inhibidores de la pectín metil esterasa (PME) en plantas de Arabidopsis, condujo a 
una disminución en dicha actividad enzimática en las plantas transgénicas y, como 
consecuencia de ello, a un mayor grado de esterificación en sus pectinas. Estas 
plantas resultaron ser más resistentes a B. cinerea, lo cual se relacionó con la 
incapacidad del hongo para crecer en pectinas esterificadas (Lionetti y col., 2007).  
Recientemente se ha demostrado también que mutaciones en las celulosa 
sintasas confieren resistencia a la bacteria fitopatógena de suelo Ralstonia 
solanacearum y al hongo necrótrofo Plectosphaerella cucumerina en Arabidopsis 
(Hernández-Blanco y col., 2007). El estudio realizado con dobles mutantes 
demostró que esta resistencia era independiente de la señalización mediada por SA, 
JA o ET. El análisis transcriptómico reveló la inducción de un grupo de genes 
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responsables de la respuesta mediada por el ácido abscísico y de genes que 
codificaban antibióticos y enzimas implicadas en la síntesis y activación de 
metabolitos secundarios antimicrobianos. Estos resultados, junto con el hecho de 
que mutantes defectivos en enzimas reguladoras de la síntesis de metabolitos 
secundarios fuesen más susceptibles a R. solanacearum, permitió proponer que las 
celulasas debían interferir en la síntesis de metabolitos antimicrobianos, siendo éste 
el posible mecanismo por el que detenían el crecimiento de este patógeno. Estos 
resultados demostraron que una alteración en la estructura de la pared celular 
secundaria, causada por la inhibición de la síntesis de celulosa, producía la 
activación de rutas de defensa independientes de la señalización mediada por SA, 
JA o ET. Esto apoyaba la hipótesis de la existencia de un sistema de percepción de 
la pared celular en plantas, similar al que existe en levadura, formado por proteínas 
integrales de membrana que actúan como sensores de superficie y responden a 
diversos estreses ambientales (Merchan y col., 2004). 
Es interesante destacar que la pared celular en las plantas presenta una gran 
complejidad, tanto en su composición, como en su estructura. Diversos autores han 
sugerido que dicha complejidad no se justifica con la función estructural o de 
barrera física que desempeña la pared celular, sino que podría ser la base de un 
sistema de señalización molecular latente que estaría implicado, entre otras cosas, 
en la defensa de la planta (Vorwerk y col., 2004). Por otra parte, como ya se ha 
comentado previamente, múltiples evidencias respaldan el papel de los oligo-α-
galacturónidos (OGAs) y de otros oligosacáridos de pared, como mensajeros que 
median un gran número de procesos que tienen lugar en la planta, incluyendo la 
respuesta a patógenos (Vorwerk y col., 2004). Resultados muy recientes indican 
que el tratamiento con OGAs induce resistencia frente a B. cinerea en Arabidopsis, 
de forma independiente de la señalización mediada por SA, JA o ET (Ferrari y col., 
2007). Esto sugiere que durante el ataque del patógeno se liberarían elicitores de la 
pared celular, que contribuirían a la resistencia basal frente a hongos fitopatógenos, 
mediante una ruta de transducción que tambien es activada por patrones 
moleculares asociados al patógeno (PAMPs, MAMPs o MIMPs).  
La propuesta de que la actividad de las β-1,4-endoglucanasas (EGasas) forme 
parte de la compleja red de señalización de la pared celular y del metabolismo que 
opera en la interacción planta-patógeno, supone el punto de partida de un 
interesante campo de investigación. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO II 
 
Búsqueda de compuestos antifúngicos de baja toxicidad y de 
inductores de las defensas naturales de las plantas en el sistema 
tomate-Botrytis 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
Estrategias alternativas para el control de Botrytis cinerea 
 
Durante mucho tiempo B. cinerea ha sido un problema para los agricultores en 
diversas partes del mundo. Aunque el control químico se ha utilizado como una 
práctica habitual durante años, el uso masivo, continuado y en algunos casos, poco 
controlado de los fungicidas de síntesis ha generado la aparición de cepas 
resistentes a estos productos químicos y a otros de estructura similar 
(Rosslenbroich & Stuebler, 2000; Leroux y col., 2002). También ha contribuído a la 
contaminación de los suelos y de las aguas, así como al incremento de residuos en 
la fruta, con el consiguiente riesgo para la salud humana (Unnikrishnan & Nath, 
2002) y el medio ambiente (Knight y col., 1997). Por ello, es importante buscar 
compuestos con propiedades antifúngicas que sean eficaces, sin resultar tóxicos y/o 
compuestos que puedan ofrecer una alternativa a los clásicos fungicidas para el 
control de B. cinerea. El objetivo del estudio que se va a describir en este capítulo 
consiste en intentar proporcionar alternativas basadas en la búsqueda de nuevos 
compuestos fungicidas, preferentemente de origen natural o derivados ellos, así 
como en la protección de las plantas y sus frutos mediante la inducción de las 
respuestas defensivas. 
 
Uso de compuestos antifúngicos de baja toxicidad 
 
El uso de compuestos de baja toxicidad es una alternativa que se está utilizando 
ya, en un intento de controlar la podredumbre gris en campo y en postcosecha.  
La fusapirona es un metabolito antifúngico purificado de cultivos de Fusarium 
semitectum aislados del suelo. Se ha observado que inhibe significativamente la 
germinación de esporas de B. cinerea y muestra un efecto curativo en uva. Su baja 
toxicidad, tanto para animales como para plantas, ha promovido su uso en el 
control de B. cinerea en uva y en otros cultivos (Altomare y col., 1998;Altomare y 
col., 2000). 
La aureobasidina A (AbA) es un antifúngico producido por Aureobasidium 
pullulans (cepa R106) que resulta efectivo contra un amplio rango de hongos y 
protozoos (Takesako y col., 1993; Sonda y col., 2005). Su diana es la inositol 
fosforilceramida sintasa, un enzima esencial para la biosíntesis de esfingolípidos en 
los hongos, pero ausente en los mamíferos (Dickson y col., 2006; Liu y col., 2007). 
De hecho, el Aba no muestra apenas efectos tóxicos sobre ratones (Takesako y 
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col., 1993) y recientemente, se ha comprobado su efectividad contra varios hongos 
fitopatógenos, incluyendo P. digitatum, P. italicum, P. expansum, B. cinerea y 
Monilinia fructicola (Liu y col., 2007). Su aplicación por baño en fresa redujo la 
podredumbre gris en alrededor de un 40% (Liu y col., 2007). 
Los péptidos antimicrobianos (AMPs) tienen un amplio espectro de actividad 
contra bacterias, levaduras, hongos y virus y son componentes importantes de un 
mecanismo inmunitario ancestral en la evolución, encontrándose en numerosos 
organismos desde los insectos a los humanos (Zasloff, 2002; Brogden, 2005). Se 
cree que los AMPs presentan un bajo riesgo en la aparición de resistencias y han 
sido propuestos como nuevos agentes antimicrobianos. Se ha identificado un grupo 
de  hexapéptidos con propiedades antifúngicas denominados PAFs, que inhiben el 
crecimiento  in vitro e in vivo de fitopatógenos fúngicos. Muy recientemente se ha 
comprobado la acción antimicrobiana in vitro de estos PAFs sobre M. grisea, B. 
cinerea y F. oxisporum (Muñoz y col., 2007). 
El propóleo es una resina natural que se obtiene de las coníferas que tiene 
actividad antibacteriana y antifúngica y se ha observado que inhibe a P. expansum 
y a B. cinerea (Ozcan, 1999). 
También se ha observado que algunos extractos de plantas, obtenidos por medio 
de disolventes orgánicos, tienen acción inhibitoria contra algunos hongos patógenos 
(Kapoor, 1997; Radha y col., 1999; Rana y col., 1999). De un extracto con 
diclorometano de las partes aéreas de Chenopodium procerum se aislaron diversos 
compuestos, entre ellos una flavonona y un sesquiterpeno que inhibieron el 
crecimiento de Cladosporium cucumerinum (Bergeron y col., 1995). Por otra parte, 
varios compuestos fenólicos inhibieron el crecimiento de Botryodiplodia 
theobromae, siendo el ácido clorogénico el que presentaba mayor actividad 
inhibitoria in vitro.  
Los ácidos fenólicos son componentes importantes del sistema defensivo de las 
plantas y son parte de los compuestos conocidos como fitoanticipinas. El ácido 
caféico inhibe en medio líquido la producción de cutinasa en B. cinerea (Bostock y 
col., 1999).  
El resveratrol es el compuesto estilbénico mayoritario identificado en la uva tras 
la infección por B. cinerea (Langcake, 1981, Montero y col., 2003, Paul y col., 
1999). Este compuesto reduce tanto la germinación de esporas como el crecimiento 
del micelio de B. cinerea, provocando cambios citológicos tales como la generación 
de tubos germinativos secundarios y terciarios, la aparición de granulaciones 
citoplasmáticas, la retracción del protoplasma y la formación de tubos germinativos 
curvados (Adrian y col., 1997). La aplicación de resveratrol en uvas cosechadas las 
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protege del deterioro sufrido por infecciones fúngicas locales durante el 
almacenamiento (Ureña, 2003).  
Entre los flavonoides se ha observado que la sakuranetina, aislado de la grosella 
negra (Ribes nigrum), inhibe la germinación de B. cinerea (Grayer & Harbone, 
1994). El aceite de grosellero negro está incluido en la lista comunitaria de 
sustancias activas que no se consideran como productos fitosanitarios (Reglamento 
CE 647/2007).  
La α-tomatina, la principal saponina del tomate, también afecta al crecimiento de 
B. cinerea (Osbourn, 1996 a y b). La acción tóxica de las saponinas sobre los 
hongos está asociada con la habilidad de estos compuestos para acomplejarse con 
los esteroles de la membrana plasmática del hongo, causando la formación de 
poros en la membrana (Keukens y col., 1995). 
Las cucurbitacinas son triterpenoides tetracíclicos que protegen al pepino contra 
la infección por B. cinerea inhibiendo la producción de lacasa en el hongo (Barnun & 
Mayer, 1990). Por otra parte, los compuestos 5,7-dihidroxi-3,8-dimetoxiflavona y el 
ácido 3β-hidroxi-kaurenoico, aislados de exudados resinosos de algunas especies 
del género Pseudognaphalium, mostraron toxicidad contra B. cinerea (Cotoras y 
col., 2001). En un trabajo posterior los mismos autores observaron que el ácido 3β-
hidroxi-kaurenoico retrasaba la germinación y el desarrollo de B. cinerea y protegía 
a las plantas de tomate frente a este patógeno. Los autores sugirieron que éste 
alteraba a la permeabilidad de la membrana del hongo, (Cotoras y col., 2004). 
Entre las numerosas substancias con potencial actividad antimicrobiana también 
están los glucosinolatos. En particular, el Allyl isotiocianato (AITC) es un 
componente natural de la mostaza y del rábano con actividad antimicrobiana 
(Delaquis & Mazza, 1995). Este compuesto volátil puede ser utilizado en el 
envasado con atmósferas modificadas o como tratamiento gaseoso antes del 
almacenamiento de peras (Mari y col., 2002).  
El ácido acético es un intermediario metabólico que existe en la mayoría de los 
frutos (Nursten, 1970). Sholberg y Gaunce (1995), mostraron que la administración 
por vía aérea de ácido acético, a bajas concentraciones, era muy efectiva contra las 
esporas de B. cinerea sin efectos fitotóxicos sobre las manzanas. Generalmente la 
forma no disociada de los ácidos carboxílicos es mucho más efectiva que la forma 
disociada (Eklund, 1983), ya que, al no tener carga, puede difundir mejor a través 
de la membrana plasmática de los microorganismos. En el interior de la célula se 
encontraría con un pH más alto y el ácido se disociaría y se acumularía. Por otra 
parte, al desprotonarse acidificaría el citosol, lo que inhibiría muchas funciones 
metabólicas (Piper y col., 2001). Se ha demostrado que el ácido acético es un buen 
fungicida para uso comercial en albaricoque y ciruelas (Liu y col., 2002), uvas 
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(Sholberg & Gaunce, 1995) y cerezas (Chu y col., 1999). El ácido sórbico y sus 
sales solubles en agua, especialmente el sorbato potásico, son conservantes 
alimentarios comunes. Los sorbatos inhiben ciertas bacterias, levaduras y hongos 
relacionados con los alimentos (Sofos & Busta, 1981; Sofos, 1993). De hecho, el 
sorbato potásico fue comercializado para retrasar el pudrimiento postcosecha de 
cítricos, pero su uso no se hizo popular dado que su eficacia a veces era baja y sólo 
retrasaba la podredumbre verde causada por P. digitatum y P. italicum (Palou y 
col., 2002). Un estudio muy reciente muestra que el sorbato potásico aumenta la 
eficacia de varios fungicidas sintéticos comerciales sobre la germinación de P. 
digitatum y que junto al bicarbonato sódico actúan sinergísticamente (Smilanick y 
col., 2008). Los autores concluyen que la actividad antimicrobiana del sorbato 
potásico es mayor cuando se encuentra en estado no disodiado (ácido sórbico). 
Esta clase de compuestos altera la permeabilidad de la membrana (Holyoak y col., 
1999) y suelen ser fungiestáticos en lugar de fungicidas, debido a que algunos 
hongos tienen la capacidad de catabolizarlos en productos finales inactivos (Baird-
Parker, 1980). 
También se ha demostrado que el bicarbonato sódico controla parcialmente la 
podredumbre verde causada por P. digitatum en cítricos (Larrigaudiére y col., 
2002; Smilanick y col., 1999) y que su mezcla con otros fungicidas de orígen 
sintético mejora la eficacia de éstos, permitiendo reducir las cantidades empleadas 
(Smilanick y col., 2008). Por otra parte, puede utilizarse en combinación con la 
lucha biológica o con agua caliente para mejorar su eficacia (Larrigaudiére y col., 
2002). Sin embargo, su aplicación es algo problemática debido a la alta 
conductividad y pH y a la toxicidad del sodio para las plantas. 
Recientemente se ha medido la eficacia de una serie de antraquinonas sintéticas 
contra Botrytis cinerea (Mendoza y col., 2005). La 4,4-dimetilantraceno-1,9,10 
(4H)-triona, consigue la inhibición total de la germinación de las esporas tras 7 
horas de incubación. Este compuesto no produce peroxidación lipídica ni formación 
de ROS, pero es capaz de permeabilizar las membranas incrementando la 
concentración de fósforo en el medio extracelular (Mendoza y col., 2005). 
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 Inducción de las respuestas de las plantas 
 
Como se ha descrito en la introducción general de la presente tesis, las plantas 
resisten el ataque de los patógenos mediante sistemas de defensa constitutivos e 
inducibles. Además de los mecanismos de defensa basales, las plantas son capaces 
de desarrollar lo que se denomina una resistencia inducida (RI), que es un estado 
de mayor capacidad de respuesta defensiva que se produce cuando la planta es 
estimulada adecuadamente (Van Loon y col., 1997; Van Loon y col., 1999) y que le 
confiere la capacidad de resistir subsiguientes ataques por patógenos. La 
estimulación de mecanismos de respuesta ha emergido como una alternativa 
plausible al uso de fungicidas. Hay varios trabajos que describen la eficacia de la 
resistencia inducida en campo (Vallad & Goodman, 2004). Por otra parte, se ha 
comprobado que la combinación de inductores con fungicidas o con agentes de 
lucha biológica, puede proporcionar un control efectivo de las enfermedades de las 
plantas, especialmente en situaciones donde es difícil conseguir un control 
aceptable. Hay varios trabajos que combinan el análogo del ácido salicílico ASM con 
fungicidas sintéticos (Leskovar & Kolenda, 2002; Ryley y col., 2003) y con agentes 
biológicos y bactericidas (Gent & Schwartz, 2005). 
La resistencia inducida puede ser estimulada por agentes bióticos y abióticos, 
tanto a nivel local como a nivel sistémico, es decir, en otras zonas de la planta que 
no han sido tratadas (Walters & Boyle, 2005). Esta RI raramente produce la 
completa inhibición del patógeno, sino que suele conferir cierta protección, por 
ejemplo, reduciendo el número y el tamaño de las lesiones necróticas (Kuc, 1982). 
La expresión de esta RI no requiere la existencia de genes de resistencia específicos 
contra el patógeno, sino que se activan los mismos mecanismos implicados en las 
otras formas de resistencia a patógenos de la planta (Heath, 1998). Tras la 
aplicación de un tratamiento inductor, los mecanismos de defensa pueden ser 
activados directamente o sólo tras la inoculación con una patógeno (Walters & 
Boyle, 2005), lo que se conoce como el fenómeno de priming.  
 
Inductores 
 
A lo largo de los años se han descrito varios compuestos, tanto de orígen 
biológico como de orígen sintético, capaces de proteger a las plantas de varias 
enfermedades, sin mostrar un efecto directo sobre el patógeno. Estas sustancias 
son denominadas inductores, porque su eficacia se basa en la inducción de los 
mecanismos de resistencia de las plantas tratadas. Los progresos obtenidos con 
estos compuestos indican que podrían incluirse en la lucha integrada contra 
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patógenos y lo que es más importante, promover en mucha menor medida que los 
fungicidas la aparición de cepas resistentes (Gozzo, 2003).  
A continuación se describen algunos de los inductores conocidos, incluyendo 
aquellos que confieren protección frente a B. cinerea. Los más estudiados son 
aquellos que mimetizan la estructura y modo de acción de las hormonas SA, JA y 
ET. 
 
Análogos del ácido salicílico 
 
Los inductores químicos que han sido más investigados son aquellos que 
interfieren en la ruta del SA, como los análogos estructurales del SA, el ácido 2,6- 
dicloroisonicotínico (INA) y el 1,2-Bencisotiazol,3-(2-propen-1-iloxi)-,1,1-dioxido 
(BTH), también conocido como acibenzolar-S-metil (ASM). Ni el INA ni el BTH 
poseen actividad antimicrobiana in vitro y ambos activan los mismos genes que se 
inducen en la respuesta dependiente de SA (Delaney y col., 1995). El INA protege a 
varias monocotiledóneas y dicotiledóneas frente a un amplio espectro de patógenos 
(Sticher y col., 1997; Nakashita, 2002; Nakashita y col., 2002a). En un estudio 
realizado en hojas de tomate, se observó que el BTH confería protección contra P. 
syringae. (Scarponi y col., 2001). El BTH  es el primer compuesto sintético 
desarrollado y comercializado como inductor de la SAR con el nombre de BION en 
Europa y con el nombre de ACTIGARD en Estados Unidos. Vallad y Goodman 
(2004) resaltaron 32 ejemplos en los que proporcionaba protección frente a varias 
enfermedades. El BTH protege a la uva del ataque de B. cinerea, además de 
promover la síntesis de resveratrol y de antocianinas (Iriti y col., 2004). En tomate, 
el tratamiento con BTH protege a la planta frente a B. cinerea, pero no induce 
resistencia frente al biótrofo O.neolycopersici (Achuo y col., 2004). En cambio, en 
tabaco el BTH es efectivo induciendo resistencia frente a O. neolycopercisi pero no 
contra B. cinerea. Este hecho apunta hacia una divergencia en las rutas de 
resistencia entre especies vegetales (Achuo y col., 2004).  
 
Análogos del ácido jasmónico 
 
El JA y los metil-jasmonatos (MeJA), denominados colectivamente jasmonatos, 
son una clase de oxilipinas derivadas de la oxidación de los ácidos grasos, vía 
lipooxigenasas. El tratamiento con JA o con MeJA, protege a las plantas de patata y 
de tomate de P. infestans, a través de un mecanismo en el que la sistemina no 
parece estar implicada (Cohen y col., 1993). A concentraciones bajas el JA no tiene 
efecto directo sobre el patógeno, pero a ciertas concentraciones el JA podría inhibir 
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la germinación y el crecimiento del micelio de P. infestans (Cohen y col., 1993). El 
JA también es capaz de inhibir la formación del apresorio en Erysiphe graminis F Sp 
Hordei (Schweizer y col., 1993). El MeJA puede ser aplicado como tratamiento 
postcosecha en fresa contra B. cinerea (Moline y col., 1997). En cambio, el papel 
del JA en la defensa del tomate frente a B. cinerea aún no está bien establecido 
(Audenaert y col., 2002a; Diaz y col., 2002). 
 
El etileno 
 
El tratamiento con ET protege a las plantas de tomate contra B. cinerea (Díaz y 
col., 2002). Al inhibir la percepción de ET mediante el tratamiento con metil-
ciclopropeno o con 2,5-norbonadieno, las plantas de tomate se vuelven más 
susceptibles a la infección por B. cinerea. Por otra parte, Elad (1993) había 
observado que la eliminación del ET en una atmósfera controlada hacía menos 
susceptibles a B. cinerea a varios cultivos incluyendo las plantas de tomate. En 
cambio, en zanahoria el tratamiento con un inhibidor de la síntesis de ET hacía a las 
plantas más susceptibles a B. cinerea, lo que sugería que el ET estaba implicado en 
la resistencia a este patógeno. Uno de los problemas principales de utilizar el ET 
como inductor es que, en general, promueve la maduración del fruto y la 
senescencia de las hojas, lo que puede alterar la susceptibilidad de los tejidos 
(Panter & Jones, 2002). Muchas observaciones indican que cuando el ET es aplicado 
antes inocular el patógeno, o no tiene efecto, o reduce el desarrollo de la 
enfermedad, mientras que si las plantas son tratadas después de la infección, ésta 
se acelera (Van Loon y col., 2006b). 
 
Vitaminas 
 
En particular la riboflavina y la tiamina se han descrito como inductores de la 
resistencia de las plantas. La tiamina induce SAR a través de la ruta dependiente de 
SA y de calcio. En cambio, la riboflavina, requiere los mecanismos de señalización 
mediada por quinasas y NIM1/NPR1, pero no la acumulación de SA (Dong & Beer, 
2000; Ahn y col., 2007). 
La vitamina soluble rivoflavina muestra propiedades similares a los inductores 
sintéticos del SAR. Su aplicación foliar confiere resistencia en Arabidopsis a 
Peronospora parasitica y a Pseudomonas syringae pv. Tomato y en tabaco reduce la 
infección por TMV y Alternaria alternata (Dong & Beer, 2000). La inducción era más 
intensa cuando la rivoflavina se aplicaba a 4 ó 5 días antes de la infección. La IR 
inducida por la rivoflabina es dependiente de la señalización de las protein quinasas 
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y de NPR1. Sin embargo, las plantas transgénicas deficientes en la producción de 
SA (NahG), al ser tratadas con rivoflabina expresaban PRs, por lo que los autores 
concluyeron que la IR promovida por la rivoflavina es independiente de SA (Dong & 
Beer, 2000). Además, no producía muerte celular por lo que su mecanismo de 
acción también era independiente de la HR (Dong & Beer, 2000). Tanto la 
rivoflavina como su derivado roseoflavina protegen a las plantas de arroz frente a 
P. infestans (Aver´yanov y col., 2000). 
El bisulfito sódico de la menadiona (MSB) es un derivado hidrosoluble de la 
vitamina K3, para la que se había estudiado su efecto como regulador del 
crecimiento (Rama-Rao y col., 1985). Después se ha observado que su aplicación 
confiere resistencia en plantas de plátano a la enfermedad de Panamá, causada por 
Fusarium oxisporum (Borges y col., 2004). El MSB también protege a las plantas de 
colza frente al hongo Leptosphaeria maculans, estimulando la producción de ROS 
pero sin inducir PR1 (Borges y col., 2003a). Los mismos autores han demostrado 
además que el MSB tiene un efecto de priming sobre la acumulación de fitoalexinas 
en las plantas de plátano frente a Fusarium oxisporum (Borges y col., 2003b) y lo 
consideran potencialmente útil en el control de la enfermedad de Panamá en los 
cultivos de plátano (Borges y col., 2004). 
 
Sales de fosfato 
 
Se ha visto que las sales de fosfato dibásicas y tribásicas inducen protección 
sistémica en pepino contra Colletotrichum lagenarium y contra un amplio espectro 
de enfermedades (Gottstein & Kuc, 1989; Mucharromah & Kuc, 1991; Reuveni y 
col., 2000). Esta protección está asociada con la muerte celular local precedida por 
una rápida producción de superóxidos y de peróxido de hidrógeno, además de la 
acumulación local y sistémica de SA (Orober y col., 2002). La aplicación del K3PO4 
25 mM sobre cebada en campo redujo la infección por Blumeria graminis en un 
70%, comparado con los controles no tratados (Mitchell & Walters, 2004). La 
aplicación en las hojas primarias incrementaba la actividad PAL, peroxidasa y 
lipooxigenasa en las hojas secundarias y estas actividades se incrementaban más 
aún tras la inoculación con el patógeno (Mitchell & Walters, 2004). El tratamiento 
por spray de arrozales con K2HPO4 50 mM por spray redujo el necrosamiento de la 
panícula producida por el hongo Pyricularia oryzae entre un 29% y un 41% 
(Manandhar y col., 1998).  
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Probenazol 
 
El compuesto sintético probenazol se ha utilizado en el control de la piriculariosis 
causado por Magnaporthe grisea en Asia desde 1970 (Watanabe, 1977). Su 
componente activo, el oryzemate (1,2-benzoisotiazol-1,1-dioxido) también protege 
al arroz de otros patógenos, como como la bacteria Xanthomonas oryzae pv. 
Oryzae (Iwata, 2001). Estudios posteriores han confirmado que el probenazol 
induce el SAR estimulando la acumulación de SA (Nakashita y col., 2002b). 
 
El ácido β-aminobutírico (BABA) 
 
El BABA es un aminoácido no proteico que constituye un potente inductor de la 
resistencia adquirida (Jakab y col., 2001). Se encuentra raramente en la naturaleza 
y curiosamente, sólo se ha detectado en exudados de la raíz de plantas de tomate 
crecidas en suelos solarizados (Gamliel & Katan, 1992). En Arabidopsis induce 
resistencia contra diversos patógenos, tanto biótrofos como necrótrofos (Jakab y 
col., 2001) y lo hace por medio de mecanismos, en parte, diferentes a los del SAR o 
del ISR (Zimmerli y col., 2001, Ton y col., 2005, van Hulten y col., 2006). Frente a 
P. syringae y B. cinerea requiere la acumulación de SA y NPR1/NIM1/SAI1, 
similarmente al SAR (Zimmerli y col., 2001). Sin embargo, la acumulación de SA y 
NPR1 no son necesarios para la IR frente al hongo necrótrofo P. cucumerina (Ton & 
Mauch-Mani, 2004) ni frente al oomiceto H. parasitica (Zimerli y col., 2000). Por 
otra parte, se han encontrado mutantes deficientes en la producción o en la 
sensibilidad al ácido abscísico (ABA) que son incapaces de generar la resistencia 
inducida por BABA (Ton & Mauch-Mani, 2004). Además de inducir la respuesta 
dependiente de SA, el BABA también induce una mayor y más rápida acumulación 
de calosa frente a hongos y oomicetos. Se ha encontrado un mutante deficiente en 
calosa, pmr4-1, que no muestra el fenotipo de resistencia inducida por el BABA 
(Ton & Mauch-Mani, 2004) sugiriendo que el aumento en la deposición de calosa es 
importante en la resistencia inducida por BABA contra hongos necrótrofos. Por 
tanto, la inducción mediada por BABA implica tanto mecanismos de defensa 
dependientes de SA, como mecanismos dependientes de ABA y de la acumulación 
de calosa, variando la importancia de un tipo de mecanismo u otro según la 
naturaleza del patógeno (Ton y col., 2005). El BABA también induce resistencia a 
estreses abióticos y es eficaz en numeros sistemas planta-patógeno, incluído 
tomate-B. cinerea (Cohen, 2002). El BABA es capaz de conferir protección a las 
plantas sin efectos colaterales sobre el crecimiento, porque el BABA no activa 
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directamente el arsenal defensivo de la planta, sino que hace que la planta 
produzca una respuesta más rápida y más intensa cuando se produce el ataque del 
patógeno o se inicia el estrés abiótico (Zimerli y col., 2000; Jakab y col., 2001; Ton 
& Mauch-Mani, 2004), lo que se conoce como el fenómeno de priming.  
 
El concepto de Priming 
 
Tras cualquier tratamiento inductor, normalmente se necesita un periodo de 
tiempo para que se expresen los mecanismos de resistencia, tanto a nivel local 
como a nivel sistémico. La resistencia inducida puede expresarse principalmente de 
tres maneras distintas: (1) Los mecanismos de defensa son estimulados por el 
inductor y no cambian tras la inoculación del patógeno. (2) Las defensas son 
estimuladas por el agente inductor, pero se incrementan tras la inoculación del 
patógeno. (3) Los mecanismos de defensa no se expresan hasta que la planta es 
inoculada con el patógeno. De este último modo de acción, característico de unos 
pocos inductores, es al que se refiere el concepto de priming (Conrath y col., 
2002), traducido como sensibilización, potenciación o cebado. Se denomina así por 
analogía con un fenómeno similar que se da en animales y humanos (Hayes y col., 
1991; Wyatt y col., 1996),  
Los mecanismos fisiológicos y moleculares por los que se produce el fenómeno de 
priming son desconocidos. La primera investigación sistemática se llevó a cabo 
usando cultivos celulares de Petroselinum crispum (perejil). Los autores 
demostraron que el pretratamiento de las células con SA o con sus análogos, hacía 
que produjesen mayores cantidades de la fitoalexina cumarina en respuesta a los 
elicitores pmg de Phytophthora megasperma sp. glycinea (Kauss y col., 1992). 
Posteriomente Mur y colaboradores (1996) propusieron un doble papel del SA como 
inductor de la SAR: un efecto directo a concentraciones más altas, induciendo la 
expresión de PRs propias de la respuesta basal y un efecto indirecto a dosis bajas, 
regulando una mayor expresión de genes relacionados, como el de la PAL, tras la 
elicitación de la respuesta defensiva. 
En Arabidopsis, la inducción biológica del SAR por una cepa avirulenta de 
Pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000 no sólo está asociada a una inducción 
directa de los genes PR, sino que potencia la activación de PAL, PR1, PR2 y PR5 en 
los tejidos sistémicos, sólamente tras la inoculación con el patógeno (Cameron y 
col., 1999; Kohler y col., 2002; Van Wees y col., 1999). En tomate, las micorrizas 
protegen a la planta contra Phytophthora parasitica, mostrando una mayor 
acumulación de PR1 en respuesta al patógeno (Pozo y col., 1999 y 2002).  
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En general, la IR producida por microorganismos beneficiosos no está asociada 
con cambios en la expresión de los genes de defensa (Pieterse y col., 2002), 
probablemente porque ello supondría un gran gasto de los recursos de la planta 
(Van Hulten y col., 2006). Por esto el priming resulta un modo de IR muy 
beneficioso (Van Hulten y col., 2006). Desde el punto de vista económico, el 
priming es la solución al dilema entre la protección de las plantas a enfermedades y 
el coste que implica la activación de las defensas (Bostock, 2005; Conrath y col., 
2006). Otra ventaja viene dada por el descubrimiento de que numerosas proteínas 
PR muestran propiedades alergénicas (Hoffmann-Sommergruber, 2001). Si su 
acumulación se incrementara de manera permanente, en lugar de reservar su 
inducción hasta el momento de la interacción con el patógeno, ello podría implicar 
costes adicionales de inaceptabilidad (Gozzo, 2003). 
 
 
Compuestos que presentan efecto inductor y fungicida 
 
Algunos compuestos que funcionan como inductores pueden tener también un 
efecto antimicrobiano directo, bajo determinadas condiciones. Entre ellos se 
encuentran el quitosano, algunos compuestos presentes en aceites esenciales de 
las plantas y algunos de los compuestos volátiles emitidos por las plantas.  
 
El quitosano 
 
El quitosano, un polímero de β-1,4-D-glucosamina, parece actuar jugando una 
función dual, siendo su efecto dependiente de la concentración. Por una parte 
activa las respuestas de las plantas y por otro lado, inhibe el crecimiento de los 
hongos (Elgaouth y col., 1992 a y b). 
Se ha utilizado como alternativa contra la podredumbre azul en manzanas y se ha 
visto que en vez de inhibir directamente a P. expansum, el quitosano actúa 
principalmente induciendo resistencia en el fruto (de Capdeville y col., 2002). 
También resulta eficaz en cultivos celulares de uva (Repka, 2001).  
En plantas de tomate el tratamiento por spray con quitosano reduce la infección 
por B. cinerea cuando se aplica 1 hora antes de la inoculación, pero no se observa 
efecto alguno cuando se aplica 24 horas después  (Ben-Salom y col., 2003). 
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Componentes lipofílicos de los aceites esenciales 
 
En general, la actividad antifúngica de los aceites esenciales está bien 
documentada (Meepagala y col., 2002). El timol es un aceite esencial del tomillo 
cabezudo (Thymus capitatus) y se ha utilizado con fines medicinales, como 
conservante y como aditivo alimentario. Se ha demostrado la eficacia de los aceites 
esenciales de Thymus capitatus contra B. cinerea (Arras & Usai, 2001). Se cree que 
podrían actuar también sobre los mecanismos de defensa de las plantas (Mihaliak y 
col., 1991), aunque sólo se ha estudiado la eficacia in vivo de unos pocos. La 
fumigación de cerezas con timol es efectiva en el control de B. cinerea (Chu y col., 
1999). Es interesante el hecho de que la Food and Drug Administration (USA) tiene 
registrado el timol como alimento para el consumo humano y como aditivo 
alimentario, cuando fue introducido en USA como pesticida en 1964 (Tripathi y col., 
2004). El aceite de tomillo también está incluido en la lista comunitaria de 
sustancias activas que no se consideran como productos fitosanitarios (Reglamento 
CE 647/2007). Posteriormente, se ha estudiado el efecto antifúngico de los aceites 
esenciales de varias plantas de la familia Labiatae contra B. cinerea (Bouchra y col., 
2003) siendo los de Origanum compactum y Thymus glandulosus los más efectivos 
contra B. cinerea. Su efecto era debido principalmente al timol y al carvacrol. Se ha 
sugerido que el carvacrol interacciona con la membrana plasmática del patógeno 
(Thompson, 1996).  
Se ha observado que la carvona, un monoterpeno aislado del aceite esencial de 
Carum carvi, tiene actividad como regulador del desarrollo inhibiendo la aparición 
de brotes en las patatas durante el almacenamiento, además de exhibir actividad 
fungicida sin toxicidad para los mamíferos (Hartmans y col., 1995; Oosterhaven y 
col., 1995a, b y c). La carvona ha sido introducido en Holanda con el nombre de 
TALENT. Tambien se ha visto que el aceite esencial de Salvia officinalis alarga la 
vida media de almacenamiento de algunas hortalizas y las protege de ataques por 
hongos (Bang, 1995).  
 
Compuestos volátiles emitidos por las plantas (VOCs) 
 
Todas las plantas pueden emitir cantidades substanciales de VOCs incluyendo 
alcanos, alquenos, alcoholes, aldehídos, éteres, ésteres y ácidos carboxílicos 
(Peñuelas & Llusià, 2004). Los monoterpenos son una clase de isoprenoides de 10 
átomos de carbono que comprende alrededor de 1000 compuestos volátiles 
lipofílicos incoloros. Son los constituyentes más conocidos de los aceites esenciales 
y las esencias florales de las plantas aromáticas (Mahmoud & Croteau, 2002) y  
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están implicados en las defensas de las plantas (Pichersky & Gershenzon, 2002). 
Las enzimas clave implicadas en su síntesis se inducen en hojas tras el ataque por 
herbívoros (Arimura y col., 2004). Los VOCs emitidos por las plantas estresadas 
contienen volátiles de fronda verde green leafy volatiles (GLVs), terpenoides, metil-
jasmonato (MeJA), metil-salicilato (MeSA), metanol, ET y otras substancias (Paré, 
1997). Los terpenoides y los derivados de los ácidos grasos son las clases 
predominantes (Pichersky & Gershenzon, 2002). Por una parte, muchos de esos 
compuestos tienen un efecto inhibitorio sobre la germinación de las esporas y el 
crecimiento del micelio de los hongos patógenos como Alternaria alternata y B. 
cinerea (Hamiltonkemp y col., 1992; He y col., 2006). Por otra parte, el fenómeno 
de la resistencia inducida ha sido asociado recientemente a señales transmitidas 
por compuestos volátiles producidos por las plantas, que pueden generar 
resistencia en las plantas vecinas a una planta atacada por un herbívoro. Por 
ejemplo, Gerbera jamesonii o la lima Phaseolus lunatus emite el monoterpeno (E)-
β-ocimeno-2 o limoneno cuando la planta es atacada por el ácaro Tetranychus 
urticae (Ozawa y col., 2000; Krips y col., 2001). El contenido en (E)-β-ocimeno-2 
aumenta rápidamente tras el daño mecánico o el ataque herbívoro en Arabidopsis 
(Fäldt y col., 2003). Se cree que estos volátiles emitidos actúan atrayendo a los 
predadores naturales de los ácaros (Choh y col., 2004; Kost & Heil, 2005; Ruther & 
Kleier, 2005). Por otra parte, la exposición a VOCs de hojas dañadas de artemisa 
potencia la inducción de los inhibidores de proteinasa en tabaco y como resultado 
de ello las plantas expuestas reciben menos daño (Kessler y col., 2006). Además, 
la exposición a VOCs por sí sola, sin un ataque herbívoro, puede aumentar 
directamente la producción de respuestas defensivas o, alternativamente, hacer 
que las plantas vecinas preparen sus defensas (Baldwin y col., 2006). Los 
herbívoros transmiten patógenos frecuentemente y puede que la inducción de las 
defensas durante el ataque tenga lugar con el objetivo de impedir subsiguientes 
ataques por patógenos, más que impedir el ataque del propio herbívoro (Jiménez-
Martínez y col., 2004). La adición exógena de (E)-β-ocimeno-2 induce genes 
relacionados con la patogénesis (genes PR) y la actividad PAL en Phaseolus lunatus 
(Arimura y col., 2001). Otros autores observaron que el tratamiento con un 
isómero estructural del (E)-β-ocimeno-2, el alo-ocimeno-1, aumentó la resistencia a 
B. cinerea en Arabidopsis, además de inducir un subconjunto de genes relacionados 
con la defensa, incluyendo el gen de la lipooxigenasa 2 (Lox2). Este aumento de la 
resistencia a B. cinerea y la inducción de los genes era, en parte, dependiente de 
las rutas de señalización de JA y ET (Kishimoto y col., 2005). Los volátiles de fronda 
verde o green leafy volatiles (GLV) como el (E)-3-hexen-1-ol y el (E)-2-hexen-ol, 
son en su mayoría moléculas de seis átomos de carbono con grupos aldehído, 
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alcohol y éster. Los GLV también son comúnmente emitidos por las plantas en 
respuesta al daño mecánico producido por herbívoros. Estos volátiles inducen una 
rápida producción de JA en las plantas tras el ataque de Spodoptera exigua 
(Engelberth y col., 2004). Se ha postulado que los aldehídos de 6 átomos de 
carbono podrían activar las respuestas defensivas de Arabidopsis gracias a su 
reactividad electrofílica (Alméras y col., 2003). Los compuestos (Z)-3-hexenal, (Z)-
3-hexen-1-ol y (Z)-3-hexenil pueden potenciar a las plantas de Arabidopsis para 
que respondan al ataque por patógenos con una producción de JA más rápida y 
más intensa (Baldwin, 2006), es decir, que tienen un efecto de priming. El 
tratamiento de Arabidopsis thaliana con (Z)-3-hexenal-4 o (E)-hexenal-3 aumentó 
la resistencia frente a B. cinerea (Kishimoto y col., 2005). Las plantas de tomate 
producen muchos compuestos de cinco y seis átomos de carbono derivados de la 
ruta de las lipooxigenasas tales como el 1-penten-3-ona, 1-penten-3-ol, 5-
pentanal, (Z)-3-hexenal, hexanal, (E)-2-hexenal, (Z)-3-hexenol y hexanol (Buttery 
& Ling, 1993). Por ejemplo, el (E)-2-hexenal es producido y acumulado vía 
lipooxigenasa o por oxidación de residuos acilo de ácidos grasos de la 
fosfatidilcolina y otros fosfolípidos tras un daño mecánico de la planta, infección por 
un patógeno y otros estreses, jugando un importante papel en la defensa frente a 
patógenos microbianos (Grechkin, 1998). El (E)-2-hexenal inhibe el crecimiento de 
Pseudomonas syringae (Croft y col., 1993). Estudios recientes han demostrado la 
capacidad inhibitoria del (E)-2-hexenal en los procesos de germinación y 
crecimiento de B. cinerea (He y col., 2006). Además, se ha visto que podría 
funcionar como un elicitor volátil de la respuesta defensiva en plantas de algodón 
(Zeringue, 1992) y posteriormente se ha demostrado que el (E)-2-hexenal 
aumenta la resistencia frente a B. cinerea en Arabidopsis, induciendo la lignificación 
de las células epidermales y la acumulación de camalexina (Kishimoto y col., 2006). 
Todas estas observaciones muestran que algunos volátiles emitidos por las plantas 
podrían tener una doble funcionalidad como fungicida directo sobre el patógeno y 
como inductor de las respuestas defensivas de las plantas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo II. Introducción 
 129
Antecedentes y objetivos particulares 
 
Durante los últimos años el grupo de investigación al que me incorporé para la 
realización de la presente tesis doctoral ha focalizado su interés en la búsqueda y 
desarrollo de compuestos que incrementen la protección frente a patógenos y que 
sean seguros para los consumidores y para el medio ambiente. Entre ellos se ha 
demostrado la eficacia de diversos derivados del ácido adípico, un ácido 
dicarboxílico que se utiliza como aditivo alimentario y como conservante (Hanssen, 
1987). Se demostró que el monoéster etílico del ácido adípico (AAME) (Flors y col., 
2001), así como el tratamiento con un glucósido derivado de éste, el 1,2,3,4-tetra-
O-acetil-6-etiladipato-β-D-glucopiranosa (Flors y col, 2003a) y con tres amidas del 
mismo (Flors y col., 2003 b) produjeron efectos beneficiosos sobre el crecimiento 
de las plantas, resultando más resistentes a distintos tipos de estreses. También se 
demostró que algunos de los compuestos analizados mostraban actividad 
antimicrobiana, inhibiendo el crecimiento de los hongos (Flors et al, 2004). Entre 
ellos el AAME resultó efectivo in vitro frente a diversos hongos, entre los que se 
encontraban Alternaria alternata, Phytophtora sp y Botrytis cinerea.  
A partir de los resultados obtenidos se inició el estudio de ácidos carboxílicos de 
origen natural que pudiesen actuar como inductores de las defensas naturales de 
las plantas.  
Los objetivos concretos del estudio que se describe en este capítulo consistieron, 
por una parte, en caracterizar el efecto fungicida del AAME sobre B. cinerea y, por 
otra parte, estudiar el efecto protector del ácido hexanoico en tomate frente a B. 
cinerea, caracterizando su acción sobre los mecanismos de respuesta de las 
plantas. 
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RESULTADOS 
 
 
Caracterización de la acción fungicida del monoéster etílico del ácido 
adípico (AAME) 
 
Estudio del efecto sobre la germinación de esporas de Botrytis cinerea. Influencia 
del pH. 
 
Se analizó el efecto de la concentración del AAME a diferentes pHs del medio, 
sobre la  germinación in vitro de las esporas de B. cinerea. Para ello se incubaron 
las esporas con concentraciones crecientes de AAME, en medio PDB ajustado a tres 
pHs distintos para cada concentración ensayada. Los PHs escogidos fueron: un pH 
similar al pKa del AAME (pKa= 4,69) y un pH una unidad por encima y por debajo 
de dicho pKa. Tras 24h de incubación, se determinó mediante observación 
microscópica el porcentaje de esporas germinadas en cada caso, con respecto a un 
control constituído por esporas incubadas en medio PDB. Se estableció como 
criterio de germinación que las esporas hubieran desarrollado un tubo germinativo 
de, al menos, igual longitud que el tamaño de la espora.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Efecto del AAME sobre la germinación de esporas de B. cinerea. 
Dependencia de la concentración y del pH del medio. El porcentaje de germinación se 
determinó por observación microscópica de esporas de B. cinerea, tras 24 h de incubación en 
PDB o con diferentes concentraciones de AAME en medio PDB, ajustado a tres pHs distintos. 
Las barras muestran la media de los porcentages de germinación de cuatro experimentos 
independientes ± el error estándar, para cada tratamiento. Los grupos de medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí (p <0,05) respecto de los tratamientos, están indicados 
con letras. Las diferencias estadísticamente significativas entre las medias, dentro de un 
mismo tratamiento, con respecto al pH del medio, están indicadas mediante un asterisco (*).  
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Los resultados obtenidos mostraron que la variación del pH del medio influye en 
la actividad antifúngica del AAME, mostrando mayor eficacia a un pH por debajo del 
pKa (figura 18). Se comprobó que, en el rango ensayado, el pH no afectó 
significativamente a la germinación de las esporas de B. cinerea en medio PDB. Se 
definió la mínima concentración inhibitoria (MCI) como la concentración más baja 
del compuesto en presencia de la cual no se observaban esporas germinadas, tras 
24 h de incubación (que es el tiempo de germinación estimado para las esporas de 
B. cinerea) a pH 5,5. Se consideró como mínima concentración fungicida (MCF) la 
concentración más baja del compuesto para la que, tras su eliminación, no se 
producía germinación tras 24 h de incubación (ver Materiales y Métodos). Se estimó 
que la MCI para el AAME era 10 mM, mientras que la MCF fué de 16 mM, a todos 
los pHs analizados. 
El análisis microscópico de las muestras confirmó la dependencia del pH del medio 
en la eficacia antifúngica del AAME, a concentraciones menores que la CMI (figura 
19), observándose un mayor retraso en la germinacióm a los pHs inferiores.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Análisis microscópico de la germinación de esporas de B. cinerea en 
presencia de AAME. Dependencia de la concentración y del pH del medio. Esporas de 
B. cinerea fueron incubadas durante 24 h en medio PDB (control) o con diferentes 
concentraciones de AAME en medio PDB, a tres pHs distintos.Posteriormente se tiñeron con 
lactofucsina para su observación microscópica. 
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Sólo se observó la completa inhibición de la germinación, sin que se produjera 
desarrollo del tubo germinativo, en los tratamientos con AAME a la MCF (16mM) a 
todos los pHs ensayados. En estas condiciones se observó también la retracción del 
citoplasma de la espora.  
Se comprobó que a concentraciones inferiores a la MCF sólo se producía un 
retraso en la germinación de las esporas, observándose el desarrollo del micelio 
tras 7 días de incubación (Figura 20). Se confirmó, asimismo, la dependencia del 
pH a estas concentraciones de AAME. Estos resultados confirmaron lo observado 
préviamente en el análisis microscópico, en el que a concentraciones no fungicidas 
se producía el hinchamiento de las esporas y un incipiente desarrollo del tubo 
germinativo (figura 19).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Estudio del efecto del AAME sobre el crecimiento del micelio 
Se estudió el efecto del tratamiento con distintas concentraciones de AAME, sobre 
el crecimiento de las hifas a partir de esporas previamente germinadas. Para ello se 
germinaron esporas de B. cinerea en PDB, y se incubaron con distintas 
concentraciones de AAME durante 5 días, ajustando el pH del medio a 5,5. Se 
Figura 20. Desarrollo del micelio a partir de esporas de Botrytis cinerea tratadas con  
diferentes concentraciones de AAME. Esporas de B. cinerea fueron incubadas en medio 
PDB o con diferentes concentraciones de AAME en medio PDB, a diferentes pHs durante 7 
días. El micelio obtenido se filtró y secó hasta obtener un peso constante. Las barras 
muestran la media del peso seco obtenido en cuatro experimentos independientes ± el error 
estándar para cada tratamiento. Los grupos de medias que son estadísticamente diferentes 
entre sí (p <0,05) respecto de los tratamientos, están indicados con letras. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre las medias dentro de un mismo tratamiento con respecto 
al pH, están indicadas mediante un asterisco (*). 
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escogió el pH más elevado para poder estudiar el efecto del tratamiento en las 
condiciones más restrictivas, ya que se había demostrado que el pH influye en su 
actividad fungicida.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados obtenidos demuestran que el AAME inhibe también el desarrollo 
del micelio, de una forma dependiente de la concentración (Figura 21). Se 
comprobó que a concentraciones inferiores a la MCF se produce una considerable 
reducción en el desarrollo del micelio, cercana al 50 % así como una inhibición 
completa a concentraciones superiores. Por lo tanto, el AAME inhibe tanto la 
germinación de las esporas de B. cinerea como el desarrollo del micelio. 
Efecto sobre la integridad de las membranas de B. cinerea 
 
Se estudió el posible mecanismo de acción del AAME, analizando el efecto 
producido por los tratamientos sobre las membranas del hongo. Para ello, se 
trataron esporas previamente germinadas con AAME a una concentración fungicida, 
utilizando el tratamiento con liticasa como control, ya que es una enzima que 
Figura 21. Efecto del AAME sobre el crecimiento del micelio de Botrytis 
cinerea. Esporas de B. cinerea se incubaron durante 24 h en medio PDB y una vez 
confirmada la germinación de las mismas, se incubaron con diferentes concentraciones 
de AAME en medio PDB, a pH a 5,5. Esporas incubadas en PDB fueron utilizadas como 
control. Se analizó el micelio obtenido tras 5 días de incubación, mediante filtrado y 
secado hasta obtener un peso constante. Las barras muestran la media del porcentaje 
del peso seco respecto del control, de tres experimentos independientes ± el error 
estándar para cada tratamiento. Las medias que son estadísticamente diferentes entre 
sí (p<0,05) respecto de los tratamientos, están indicadas con letras.  
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provoca la lisis de la membrana celular de varias levaduras y hongos, incluyendo B. 
cinerea (Jewell y col., 2002). Después de los distintos tratamientos, las esporas se 
tiñeron y se observaron al microscopio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se comprobó que el tratamiento con AAME, a una concentración fungicida, no 
producía la fragmentación de la membrana de B. cinerea, que sí se observaba en 
las esporas tratadas con liticasa, en las que las hifas aparecían septadas (figura 
22).  
 
Efecto sobre la permeabilidad de las membranas del hongo 
 
Se determinó si el tratamiento con AAME alteraba la permeabilidad de las 
membranas. Para ello se trataron esporas germinadas de B. cinerea con una 
concentración fungicida de AAME, utilizando como control una saponina. Las 
saponinas interaccionan con los esteroles de la membrana celular, aumentando la 
permeabilidad de la misma, lo que se puede demostrar analizando la concentración 
de iones fosfato que fluyen hacia el medio extracelular (Mendoza y col., 1997).  
Así, tras los distintos tratamientos se determinó el contenido en fosfato del medio 
extracelular. Se comprobó que el tratamiento con AAME incrementó la salida de 
iones fosfato al medio (figura 23a), sugiriendo que se había alterado la 
permeabilidad de la membrana, lo que podría constituir uno de los mecanismos por 
los que el AAME inhibe el crecimiento de B. cinerea. 
Para confirmar este efecto sobre la permeabilidad de la membrana, las esporas 
tratadas se tiñeron con eosina básica, un colorante vital que penetra en  la célula 
sólo si la permeabilidad de la membrana está alterada (de Victoria & Galván, 2003; 
Ducci et al., 2002). Se comprobó que las esporas tratadas tanto con saponina, 
como con AAME, se teñían con la eosina, mientras que las esporas no tratadas 
Figura 22. Efecto del AAME sobre la integridad de las membranas de B. cinerea. 
Esporas de B. cinerea previamente germinadas, fueron incubadas en medio BSG (Control), en 
presencia de liticasa (Liticasa), o en presencia de AAME 30 mM (AAME). Tras 2 h de 
incubación, cada muestra fue teñida con lactofucsina y se procedió a su observación mediante 
microscopía óptica. 
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permanecían sin teñir (figura 23b). Estos resultados confirmaron la alteración de la 
permeabilidad de la membrana de B. cinerea, provocada por el AAME. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Inoculación de frutos de tomate con esporas tratadas con AAME 
 
Se procedió a determinar si la eficacia fungicida del AAME, demostrada in vitro, se 
mantenía sobre un soporte biológico.  Para ello se inocularon frutos de tomate con 
esporas de B. cinerea, previamente tratadas con una concentración fungicida de 
AAME. Se utilizaron esporas no tratadas como control de infección y la inoculación 
con agua estéril, como control no inoculado (Figura 24, Control agua). El avance de 
la infección se monitorizó determinando los síntomas de necrosisis en la zona de 
inoculación  (figura 24). En nuestro sistema experimental la necrosis aparece 48 h 
después de la inoculación y tras 96 h la necrosis es superior a 1 cm de diámetro, 
observándose ya el crecimiento del micelio de B. cinerea (Figura 24, Control 
infectado). Sin embargo, tras las 96 h.p.i. no se observaron síntomas de infección 
Figura 23. Efecto del AAME sobre la permeabilidad de las membranas de B. cinerea. (Figura 23 
a) Micelio de B. cinerea crecido en PDB durante tres días se incubó en tampón Tris (control), en 
presencia de AAME 20 mM (AAME) o en presencia de saponina (Saponina) durante 6 h. Se midió la 
concentración de fosfato en el medio de incubación  mediante cromatografía de intercambio iónico. Las 
barras muestran la media de los valores obtenidos en 4 réplicas ±  el error estándar para cada 
tratamiento. Las medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) respecto de los 
tratamientos, están indicadas con letras. (Figura 23b) Las esporas germinadas fueron incubadas en los 
medios mencionados en la Figura 23a durante 6 h y cada muestra fue teñida con eosina básica, para su 
observación mediante microscopía óptica. 
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en aquellos frutos inoculados con esporas tratadas previamente con AAME 16 mM 
(Figura 24, AAME). Este efecto se mantuvo incluso después de haber eliminado el 
tratamiento mediante lavado de las esporas, antes de proceder a la inoculación de 
las mismas (Figura 24, AAME lavado).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estos resultados demuestran que el tratamiento de las esporas de B. cinerea con 
AAME mantiene su efecto fungicida, tras su inoculación en frutos de tomate. Este 
efecto inhibitorio es irreversible en un contexto biológico, ya que las esporas no 
germinan en el fruto, tras eliminar el tratamiento.  
 
 
 
 
Figura 24. Inoculación en frutos de tomate de esporas de B. cinerea tratadas con AAME. 
Frutos de tomate cv Ailsa Craig en estado maduro se inocularon con agua (control agua), con 
esporas incubadas durante 2 h en agua (control infectado), con esporas tratadas con AAME 16 mM 
(AAME) o con esporas incubadas en AAME 16 mM y lavadas para eliminar el tratamiento (AAME 
lavado). Los frutos inoculados se incubaron durante 96 h y se analizaron los síntomas de infección. 
En la foto se muestra el resultado de un experimento representativo, en el que se utilizaron 8 frutos 
por tratamiento. 
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Estudio de la capacidad protectora del ácido hexanoico frente a Botrytis 
cinerea en plantas de tomate 
 
Tratamiento de plantas de tomate con ácido hexanoico 
 
Para testar el efecto del ácido hexanoico en la infección producida por B. cinerea, 
se trataron por vía radicular plantas de tomate cv. Ailsa Craig con diferentes 
concentraciones de ácido hexanoico, en condiciones hidropónicas. El rango de 
concentraciones utilizado y la duración del tratamiento se establecieron teniendo en 
cuenta las condiciones utilizadas con otros inductores conocidos, como el BABA y 
los análogos del SA (Cohen y col., 1994; Zimerli, 2001; Iriti y col., 2004; Borges y 
col, 2003a y b).  Tras 48h de tratamiento, las plantas fueron inoculadas con 
esporas de B. cinerea. A las 72 h.p.i. se midió el área de la necrosis en las hojas 
inoculadas. Se comprobó que el tratamiento con ácido hexanoico reducía 
significativamente las lesiones producidas por B. cinerea, de una forma dependiente 
de la concentración (Figura 25). El tratamiento resultó eficaz incluso a 0.06 mM, 
una concentración incluso inferior a las utilizadas habitualmente con otros 
inductores (Cohen y col., 2002; Zimerli, 2001; Thaler y col., 2004), lo que apoyaba 
la idea de que el ácido hexanoico pudiera actuar como inductor de los mecanismos 
de defensa naturales de las plantas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Estudio de la infección con Botrytis cinerea en plantas de tomate 
previamente tratadas con ácido hexanoico. Plantas de tomate (cv. Ailsa Craig) de 4 
semanas de desarrollo se trataron 48 h, por vía radicular, con distintas concentraciones de 
ácido hexanoico. Posteriormente se inocularon con B. cinerea y 72 h.p.i. se midió el diámetro 
de la necrosis en los puntos de inoculación. Las barras muestran la media del diámetro de las 
necrosis en un experimento representativo (n=10) ±  el error estándar, para cada 
tratamiento. Las medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) están 
indicadas con letras. 
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Para confirmar esta hipótesis se determinó si las concentraciones a las que el 
ácido hexanoico protegía frente al hongo, presentaban actividad antifúngica. Para 
ello se analizó la germinación in vitro de las esporas de B. cinerea en presencia de 
concentraciones crecientes de ácido hexanoico y se comparó con respecto a la de 
esporas no tratadas mediante observación microscópica, tal como se describe en el 
primer apartado del presente capítulo. Se comprobó que el ácido hexanoico a 0,6 
mM no afectaba a la germinación in vitro de las esporas de B. cinerea, por lo que el 
efecto protector observado previamente en plantas de tomate, podía deberse a un 
efecto inductor de las defensas naturales de Solanum lycopersicum (Figura 26).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se observó, sin embargo, que a concentraciones superiores a 0,6 mM el ácido 
hexanoico reducía significativamente el porcentaje de esporas germinadas 
mostrando, por tanto, un efecto antimicrobiano. Se determinó que la concentración 
mínima inhibitoria (CMI) era 16 mM. Los resultados obtenidos indicaron que el 
ácido hexanoico podría proteger a las plantas de tomate frente a B. cinerea 
ejerciendo un doble efecto: como inductor de las defensas de las plantas, a 
concentraciones inferiores a 3 mM y como fungicida, a concentraciones superiores.   
  
 
 
Figura 26. Efecto del ácido hexanoico sobre la germinación in vitro de 
esporas de Botrytis cinerea. Se determinó, mediante análisis microscópico, el 
porcentaje de germinación de esporas de B. cinerea tratadas durante 24 h en 
medio PDB o con diferentes concentraciones de ácido hexanoico en PDB. Las 
barras muestran la media de los porcentajes de germinación de cuatro 
experimentos independientes ±  el error estándar para cada tratamiento. Los 
grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) estan 
indicados con letras. 
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Caracterización del efecto inductor del ácido hexanoico. 
 
Comparación de la eficacia protectora del ácido hexanoico con la de otros 
inductores  
 
Se comparó el efecto ejercido por el ácido hexanoico (0,6 mM) sobre plantas de 
tomate cv. Ailsa Craig de 4 semanas de desarrollo, con el de otros compuestos 
inductores de las defensas de las plantas, tales como el ácido salicílico (SA) y el 
ácido β-aminobutírico (BABA). El SA fue escogido porque se había demostrado 
previamente su eficacia frente a B. cinerea en plantas de tomate (Díaz y col., 
2002). El BABA fue utilizado porque se había comprobado su eficacia como inductor 
de defensas frente a B. cinerea, tanto en tomate (Cohen y col., 2002), como en 
Arabidopsis (Zimmerli y col., 2001).  
Como puede observarse en la Figura 27, el nivel de protección ejercido por el 
ácido hexanoico fue notablemente superior al del SA y similar al del BABA, llegando 
a reducir el diámetro de la necrosis producida por la infección hasta en un 50% 
(Figura 27). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Comparación de la efectividad del ácido hexanoico con la de otros inductores.  
Plantas de tomate cv. Ailsa Craig de 4 semanas de desarrollo se trataron 48 h por vía radicular con 
ácido hexanoico 0,6 mM, con SA 0,5 mM o con BABA 0,5 mM. Posteriormente se inocularon con 
Botrytis cinerea y 72 h después se midió el área de necrosis en los puntos de inoculación. Las barras 
muestran la media del diámetro de necrosis en un experimento representativo (n=10) ± el error 
estándar para cada tratamiento. Las medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) 
están indicadas con letras. 
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 Estudio del mecanismo de acción del ácido hexanoico como inductor 
 
Efecto del ácido hexanoico sobre la acumulación de calosa 
 
Se analizó la presencia de la calosa, un polisacárido de defensa, en plantas de 
tomate cv. Ailsa Craig de 4 semanas de desarrollo, tratadas y no tratadas con ácido 
hexanoico 0,6 mM, 72 h después de la inoculación con B. cinerea. Como control 
positivo se utilizaron plantas tratadas con BABA, ya que se había demostrado 
previamente que este compuesto inducía la acumulación de calosa frente a 
necrótrofos, en Arabidopsis (Ton & Mauch-Mani, 2004). Se comprobó que el 
tratamiento previo con ácido hexanoico indujo la acumulación de calosa alrededor 
del área de infección, a un nivel comparable al observado en plantas tratadas con el 
inductor BABA (Figura 28).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Acumulación de calosa en plantas tratadas con ácido hexanoico tras la infección 
con B. cinerea. (Figura 28a) Plantas de tomate (cv. Ailsa Craig) de 4 semanas de desarrollo se 
trataron 48 h por vía radicular con solución hidropónica (control), ácido hexanoico 0,6 mM,  SA 0,5 mM 
o BABA 0,5 mM. Posteriormente se inocularon con esporas de  B. cinerea y 72 h.p.i. se midió el área 
de necrosis en las hojas inoculadas. Las barras muestran la media de píxeles de calosa relativos al 
área total de todas las imágenes microscópicas de cada foliolo analizado de un experimento 
representativo (n=10) ±  el error estándar para cada tratamiento. Los grupos de medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí (p-valor<0,05) están indicados con letras. (Figura 28a) Se realizó 
una doble tinción con calcofluor y azul de anilina para visualizar la calosa por microscopía de 
fluorescencia. La calosa depositada se cuantificó mediante análisis de imágen. (Figura 28c) Imágenes 
microscópicas ilustrativas de la calosa en hojas infectadas por B. cinerea tras los diferentes 
tratamientos con inductores. 
c Agua Á. hexanoico BABA
200 μm 200 μm 200 μm 
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El hecho de que el tratamiento con BABA indujera la acumulación de calosa en 
plantas de tomate tras la infección con B. cinerea es consistente con lo observado 
previamente en Arabidopsis frente a otros necrótrofos (Ton & Mauch-Mani, 2004). 
Asimismo, se determinó que el tratamiento con SA no estimulaba la producción de 
calosa tras la infección con B. cinerea (dato no mostrado), apoyando las 
observaciones previas en Arabidopsis, que indicaban que la activación de la ruta del 
SA antagoniza con la síntesis de calosa (Nishimura y col., 2003; Ton & Mauch-Mani, 
2004). 
Hay que destacar que las plantas no tratadas (cv. Ailsa Craig), utilizadas como 
control, no acumularon calosa en respuesta a la infección, indicando que este 
polisacárido no constituye un mecanismo basal de respuesta frente a este patógeno 
en el cultivar utilizado. Por otra parte, el hecho de que el ácido hexanoico, al igual 
que el BABA, no produjera la acumulación de calosa previamente a la infección en 
las plantas tratadas (datos no mostrados), indicó que el efecto producido por 
ambos compuestos puede considerarse del tipo cebado o priming (katz y col., 
1998; Conrath y col., 2001). 
Para confirmar que la acumulación de calosa constituía uno de los mecanismos 
por los cuales el ácido hexanoico confería resistencia a las plantas de tomate frente 
a B. cinerea, se utilizó el compuesto 2-desoxi-D-glucosa (DDG), un inhibidor de la 
síntesis de calosa. Las plantas fueron tratadas localmente con dicho compuesto, 
previamente a la inoculación con el hongo (Figura 29). Los resultados obtenidos 
revelaron que la aplicación del DDG redujo considerablemente la deposición local de 
calosa en respuesta a la infección (Figura 29a). Asimismo, se comprobó que se 
reducía significativamente el efecto protector del ácido hexanoico (Figura 29b), 
aunque no se recuperó totalmente el fenotipo de las plantas no tratadas.  
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Efecto del ácido hexanoico sobre las rutas de señalización hormonal que 
participan en la resistencia a patógenos 
 
Para determinar si el efecto inductor producido por el ácido hexanoico estaba 
relacionado con las rutas de señalización hormonal, implicadas en las defensas de 
las plantas frente a patógenos, se analizó mediante RT-Q-PCR en tiempo real la 
expresión de genes marcadores de las rutas mediadas por SA y JA. En concreto, se 
analizó el nivel de expresión de los genes PR1 (ruta del SA) y LoxD (ruta del JA). En 
el primer capítulo de la presente tesis se ha demostrado la inducción de ambos 
genes en plantas de tomate infectadas con B. cinerea. 
Figura 29. Efecto de la inhibición de la síntesis de calosa en la resistencia del tomate inducida 
por ácido hexanoico. se trataron plantas de tomate cv. Ailsa Craig de 4 semanas de desarrollo con 
ácido hexanoico 0, 6 mM por vía radicular durante 48 h El DDG se aplicó por infiltración en las hojas y 24 
h después se inocularon con B.  cinerea. (Figura 29a) La calosa se visualizó mediante tinción con azul de 
anilina y microscopía de fluoresencencia a las 72 h.p.i. Las barras muestran la media de píxeles de 
calosa relativos al área total de todas las imágenes microscópicas de cada foliolo analizado de un 
experimento representativo (n=10) ±  el error estándar para cada tratamiento. (Figura 29b) La 
resistencia se cuantificó  midiendo el área de necrosis a las 96 h.p.i. Las barras muestran la media del 
diámetro del área de necrosis ±  el error estándar para cada tratamiento. Las medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí (p-valor<0,05) están indicadas con letras. 
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Se analizaron plantas tratadas con ácido hexanoico, antes y después de ser 
inoculadas con B. cinerea. También se analizaron plantas tratadas con los 
inductores SA y BABA. Se comprobó que el tratamiento con ácido hexanoico no 
producía un aumento significativo en la cantidad del transcrito de PR1 tras la 
infección, comparado con las plantas no tratadas (Figura 30a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En cambio, el tratamiento con ácido salicílico, como cabía esperar,  produjo un 
incremento considerable en la expresión de PR1 en respuesta a la infección. En 
nuestras condiciones experimentales el BABA produjo un incremento en la 
expresión de PR1 en plantas inoculadas con B. cinerea, en comparación con las 
plantas no tratadas (Figura 30a). Este resultado confirma en tomate el efecto 
producido por el BABA en plantas de Arabidipsis, frente a B. cinerea (Zimmerli, 
2001). 
Figura 30. Niveles de expresión de PR1 y LoxD en plantas de tomate tratadas con 
ácido hexanoico y otros inductores. se trataron plantas de tomate (cv. Ailsa Craig) de 4 
semanas de desarrollo durante 48 h por vía radicular con ácido hexanoico 0, 6 mM, BABA 0,5 
mM o SA 0,5 mM. Posteriormente se inocularon con B. cinerea y 72 h.p.i. se extrajo el RNA total 
que se analizó mediante RT-Q-PCR. Los niveles de transcrito de PR1 (Figura 30a) y de LoxD 
(Figura 30b) se normalizaron con relación a la expresión del gen de la actina medida en la 
misma muestra. Los datos están representados en escala logarítmica y son el resultado de la 
media de 2 réplicas técnicas de un experimento representativo ±  el error estándar para cada 
tratamiento. Los experimentos fueron repetidos dos veces. 
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En cuanto al gen LoxD, marcador de la ruta del JA, se comprobó que el ácido 
hexanoico incrementaba significativamente su expresión en respuesta a B. cinerea, 
sugiriendo una posible conexión entre esta ruta de transducción de señal y la 
resistencia inducida por el ácido hexanoico (Figura 30b). El tratamiento con SA no 
afectó significativamente la expresión de LoxD, con respecto a las plantas control, 
en respuesta al patógeno (Figura 30b). El BABA no alteró la expresión de este gen, 
sugiriendo que en tomate el efecto protector ejercido por este inductor no está 
mediado por la ruta del JA, tal como se había observado previamente en 
Arabidopsis (Zimmerli y col 2001). 
Por tanto, los resultados obtenidos sugerían la implicación de la ruta mediada por 
el JA en el efecto inductor del ácido hexanoico en tomate. Para confirmar esta 
hipóteis, se utilizó el mutante defenseless-1 (def1) (Howe y col., 1996), que es 
deficiente en la acumulación de JA, ya que tiene bloqueada la ruta de síntesis de 
dicha hormona (Li y col., 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tanto las plantas control (cv. Ailsa Craig), como las plantas def1, se trataron con 
ácido hexanoico y posteriormente se inocularon con B. cinerea. Como se observa en 
la Figura 31, el tratamiento con ácido hexanoico protegió frente a B. cinerea en 
ambos casos, aunque la mutación redujo significativamente el efecto inductor con 
respecto a las plantas control. Estos resultados, aunque no son concluyentes, 
indican que la ruta mediada por JA no parece desempeñar un papel esencial en la 
protección ejercida por el hexanoico. Es interesante destacar que el mutante sin 
Figura 31. Efecto de la deficiencia en la ruta mediada por JA sobre la resistencia 
inducida por el ácido hexanoico. se trataron durante 48 h plantas de tomate (cv. Ailsa Craig) 
y del mutante def1 (defenseless-1) de 4 semanas de desarrollo por vía radicular con ácido 
hexanoico 0,6 mM. Posteriormente se inocularon con B. cinerea y 72 h.p.i. se determinó la 
resistencia midiendo el diámetro del área necrosada en los puntos de inoculación. Las barras 
muestran la media del diámetro de necrosis de dos experimentos (n=10) ± el error estándar para 
cada tratamiento. Las medias estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) están indicadas con 
letras. 
Capítulo II. Resultados 
 145
tratar resultó ser significativamente más resistente al ataque de B. cinerea en 
nuestras condiciones experimentales, lo que dificulta el análisis del efecto inductor 
del ácido hexanoico. Este fenotipo de resistencia difiere de los resultados obtenidos 
previamente por otros autores, que observaron que el mutante def-1 mostraba el 
fenotipo de las plantas silvestres (Audenaert y col., 2002b) o era ligeramente más 
susceptible a la infección (Díaz y col., 2002)  
 
 Implicación de la ruta mediada por el ácido abscísico en la resistencia inducida 
por el ácido hexanoico 
 
En los últimos años se ha demostrado la importancia del ácido abscísico (ABA) 
como molécula señalizadora en las interacciones planta-patógeno (Kettner & 
Dörffling, 1995; Flors y col., 2005; Mauch-Mani & Mauch, 2005). En tomate se 
había observado un incremento en los niveles de ABA tras la infección con B. 
cinerea, así como un aumento de la susceptibilidad de las plantas tras su aplicación 
exógena (Kettner & Dörffling, 1995). Posteriormente se demostró que el ABA 
constituía un factor de susceptibilidad, ya que plantas del mutante de tomate 
sitiens, que son deficientes en ABA, eran más resistentes a B. cinerea (Audenaert, 
2002b). Para comprobar si el ABA estaba implicado en la resistencia inducida por el 
ácido hexanoico, se realizaron infecciones con B. cinerea de plantas del mutante 
flacca (flc), deficiente en la ruta de síntesis del ABA (Figura 32).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Efecto de la deficiencia en la síntesis del ácido abscísico sobre la resistencia 
inducida por el ácido hexanoico. se trataron plantas de tomate (cv. Ailsa Craig) y plantas del 
mutante flacca de 4 semanas de desarrollo por vía radicular con ácido hexanoico 0,6 mM. Despues de 48 
h se inocularon las plantas con B. cinerea y tras 72 h de infección se midió el área de necrosis en los 
puntos de inoculación. Las barras muestran la media del diámetro de necrosis en un experimento 
representativo (n=20) ± el error estándar para cada tratamiento. Las diferencias de las medias de 
diámetro de necrosis entre las plantas tratadas y las no tratadas estadísticamente significativas 
(p<0,05), se ha indicado mediante un asterisco (*). 
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Consistentemente con las observaciones previas, este mutante resultó ser más 
resistente a la infección por B. cinerea. El resultado más interesante fue el obtenido 
al tratar este mutante con ácido hexanoico, puesto que el tratamiento no indujo 
resistencia a B. cinerea, sugiriendo que el ABA jugaba un papel en la actividad 
inductora del ácido hexanoico (Figura 32).  
 
 
Caracterización de la actividad antifúngica del ácido hexanoico 
 
Dado que el ácido hexanoico parecía ejercer un doble efecto como inductor y 
como fungicida en el control de B. cinerea,  dependiendo de la concentración 
utilizada, se diseñaron diversos experimentos para caracterizar la capacidad 
atifúngica del ácido hexanoico.  
 
Estudio del efecto del ácido hexanoico sobre la germinación de esporas de B. 
cinerea a distintos pHs 
 
Para analizar el efecto del pH sobre la efectividad del ácido hexanoico se 
incubaron las esporas en medio PDB, con concentraciones crecientes del 
compuesto.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Efecto del ácido hexanoico sobre la germinación de esporas de B. cinerea. 
Dependencia de la concentración y del pH del medio. El porcentaje de germinación se determinó 
por observación microscópica de esporas de B. cinerea, tras 24 h de incubación en medio PDB o con 
diferentes concentraciones de ácido hexanoico en PDB, ajustado a tres pHs distintos. Las barras 
muestran la media de los porcentajes de germinación de cuatro experimentos independientes ± el 
error estándar para cada tratamiento. Los grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre 
sí (p <0,05) respecto de los tratamientos están indicados con letras. 
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Para cada concentración de ácido hexanoico el medio se ajustó a tres pHs 
distintos: un pH similar al pKa del ácido hexanoico (pKa= 4,75) y un pH alrededor 
de una unidad por encima y por debajo del pKa. A las 24h se determinó, mediante 
observación microscópica, el porcentaje de esporas germinadas en cada caso, con 
respecto a un control constituído por esporas incubadas en medio PDB (Figura 33). 
Se estimó que la MCI para el ácido hexanoico era 16 mM, a cualquiera de los pHs 
analizados, siendo también este el valor el de  la MCF.  
 
Aunque las diferencias en el porcentaje de germinación con respecto al pH no 
resultaron estadísticamente significativas, el análisis microscópico de las muestras 
indicó que la actividad inhibitoria del ácido hexanoico sí parece depender del pH del 
medio a concentraciones inferiores a la MCF, observándose un retraso en el 
hinchamiento de las esporas y en el desarrollo del tubo germinativo a los pHs más 
bajos (Figura 34). Sólo se observó la completa inhibición de la germinación al tratar 
con ácido hexanoico 16 mM, a todos los pHs ensayados. En estas condiciones  no 
se desarrolló el tubo germinativo y se observó una retracción del citoplasma de la 
espora (Figura 34).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tras incubar 7 días las esporas tratadas y no tratadas se comprobó que a 
concentraciones inferiores a la MFC sólo se producía un retraso en la germinación, 
Figura 34. Análisis microscópico de la germinación de esporas de B. cinerea en presencia 
de ácido hexanoico. Dependencia de la concentración y del pH del medio. Esporas de B. 
cinerea fueron incubadas durante 24 h en medio PDB (control) o con diferentes concentraciones de 
ácido hexanoico en medio PDB, a tres pHs distintos, y posteriormente teñidas con lactofucsina para 
su observación microscópica. 
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ya que en esas condiciones las esporas finalmente germinaban y desarrollaban 
micelio. Éste fue filtrado, secado y pesado y los datos obtenidos se muestran en la 
Figura 35. Este resultado confirmó que a concentraciones inferiores a la MCF el 
ácido hexanoico no produce una inhibición completa sino un retraso en la 
germinación de las esporas de B. cinerea. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudio del efecto sobre el crecimiento del micelio 
Para estudiar el efecto del ácido hexanoico sobre el crecimiento del micelio, se 
incubaron esporas, previamente germinadas, en medio PDB conteniendo distintas 
concentraciones de ácido hexanoico. Dado que el análisis microscópico de las 
esporas había indicado previamente que el pH podía influir en la eficacia del 
tratamiento, el medio se ajustó a pH 5,5, que es el más alto del rango ensayado, 
con el fin de determinar su efecto en las condiciones más restrictivas (Figura 36).  
 
 
 
 
Figura 35. Desarrollo del micelio a partir de esporas de Botrytis cinerea tratadas con  
diferentes concentraciones de ácido hexanoico. Esporas de B. cinerea fueron incubadas en 
medio PDB o con diferentes concentraciones de ácido hexanoico en medio PDB, a diferentes pHs 
durante 7 días. El micelio obtenido se analizó mediante filtrado y secado hasta obtener un peso 
constante. Las barras muestran la media del peso seco obtenido en cuatro experimentos 
independientes ± el error estándar para cada tratamiento. Los grupos de medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí (p <0,05) respecto de los tratamientos, están indicados con 
letras
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Se comprobó que el tratamiento con ácido hexanoico redujo significativamente el 
crecimiento del micelio a todas las concentraciones ensayadas, incluso a 
concentraciones 10 veces inferiores a la MCF (Figura 36). A concentraciones 5 
veces inferiores a la MCF, redujo el desarrollo del micelio en un 70%. Los 
resultados obtenidos demuestran que el ácido hexanoico también inhibe el 
desarrollo del micelio, una vez que las esporas ya han germinado.  
 
Efecto sobre la integridad de las membranas de B. cinerea 
 
Se estudió el efecto producido por el tratamiento con ácido hexanoico sobre las 
membranas del hongo. Para ello se trataron esporas previamente germinadas con 
una concentración fungicida, utilizando el tratamiento con liticasa como control 
positivo (Jewell y col., 2002), tal como se ha indicado en el primer apartado de 
Resultados de este capítulo. Después de los distintos tratamientos, las esporas se 
tiñeron con lactofucsina y se observaron al microscopio (Figura 37). 
 
 
 
 
 
Figura 36. Efecto del ácido hexanoico sobre el crecimiento del micelio de Botrytis cinerea. 
Esporas de B. cinerea se incubaron durante 24 h en medio PDB y una vez confirmada la germinación 
de las mismas, se incubaron con diferentes concentraciones de ácido hexanoico en medio PDB, a pH 
5,5. Las esporas incubadas en PDB fueron utilizadas como control. Se analizó el micelio obtenido 
tras 5 días de incubación, mediante filtrado y secado hasta obtener un peso constante. Las barras 
muestran la media del porcentaje del peso seco respecto del control, de tres experimentos 
independientes ± el error estándar para cada tratamiento. Las medias que son estadísticamente 
diferentes entre sí (p-valor<0,05) respecto de los tratamientos, están indicadas con letras.  
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Se comprobó que el ácido hexanoico no producía la fragmentación de las 
membranas de B. cinerea, que sí se observaba en las esporas tratadas con liticasa, 
en las que el tubo germinativo aparecía septado. Sin embargo, tras el tratamiento 
con ácido hexanoico se observaron granulaciones en el interior de la espora y del 
tubo germinativo (Figura 37).   
 
Efecto sobre la permeabilidad de la membrana celular de B. cinerea 
 
Se determinó si el tratamiento con ácido hexanoico alteraba la permeabilidad de 
la membrana, analizando la salida de iones fosfato al medio (ver Materiales y 
Métodos). Para ello, se trataron esporas de B. cinerea, previamente germinadas, 
con una concentración fungicida de ácido hexanoico y se determinó el contenido en 
iones fosfato del medio extracelular. Se utilizó como control positivo el tratamiento 
con una saponina, que altera la permeabilidad de la membrana del hongo (Mendoza 
col., 1997).  
Como se observa en la Figura 38a, el tratamiento con ácido hexanoico incrementó 
la salida de iones fosfato al medio, sugiriendo que la alteración de la permeabilidad 
de la membrana podría constituir uno de los mecanismos en los que se basa su 
actividad fungicida. 
El efecto sobre la permeabilidad de la membrana se confirmó tiñendo con eosina 
las esporas, una vez sometidas a los distintos tratamientos. Se comprobó que las 
esporas tratadas tanto con saponina, como con ácido hexanoico, se teñían con el 
colorante vital, mientras que las esporas no tratadas no incorporaron el colorante 
(Figura 38b).  
 
 
 
 
Figura 37. Efecto del ácido hexanoico sobre la integridad de las membranas de B. 
cinerea. Esporas de B. cinerea, previamente germinadas, fueron incubadas en medio BSG 
(Control), en presencia de liticasa (Liticasa), o en presencia de ácido hexanoico 30 mM (ácido 
hexanoico). Tras 2 h de incubación, cada muestra fue teñida con lactofucsina y se procedió a 
su observación mediante microscopía óptica. 
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Comparación de la eficacia como fungicida del ácido hexanoico con fungicidas 
comerciales 
 
Se analizó la germinación in vitro de esporas de Botrytis cinerea incubadas 
durante 24 h en presencia de los fungicidas comerciales fosetil-aluminio, 
tebuconazol y benomilo, a las concentraciones de uso recomendadas por los 
fabricantes (8,5 mM, 8 mM y 1,7 mM respectivamente) y se comparó con la 
germinación observada tras la incubación con ácido hexanoico a la MCF (16 mM). 
En este estudio se incluyó también el tratamiento con AAME (16  mM). Tras los 
tratamientos se determinó el porcentaje de esporas germinadas en cada caso, 
mediante análisis microscópico (Figura 39a).  
 
 
 
Figura 38. Efecto del ácido hexanoico sobre la permeabilidad de las membranas de B. cinerea.   
Figura 38a: micelio de B. cinerea crecido en PDB durante tres días se incubó en tampón Tris (control), en 
presencia de saponina (Saponina) o en presencia de ácido hexanoico 20 mM durante 6 h (ácido 
hexanoico) y se midió la concentración de fosfato en el medio de incubación, mediante cromatografía de 
intercambio iónico. Las barras muestran la media de los valores obtenidos en 4 réplicas ± el error 
estándar para cada tratamiento. Las medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) 
respecto de los tratamientos, están indicadas con letras. Figura 38b Las esporas germinadas fueron 
incubadas en los medios mencionados en la Figura 38a, durante 6 h y cada muestra fue teñida con 
eosina básica, para su observación mediante microscopía óptica. 
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Asimismo, se determinó la irreversibilidad de los distintos tratamientos tratando 
las esporas durante 24 h con cada compuesto y lavándolas varias veces para 
eliminarlo.  Posteriormente las esporas se inocularon en medio PDB y tras 24h de 
incubación se determinó el porcentaje de germinación (Figura 39b). En estas 
condiciones el ácido hexanoico y el AAME, a la MCF, inhibieron por completo y de 
forma irreversible, la germinación de las esporas de B. cinerea, al igual que el 
tebuconazol, a la concentración utilizada en la práctica (Figura 39a).  En el caso del 
tratamiento con benomilo se produjo un retraso en la germinación de las esporas, 
presentando un tubo germinativo menos desarrollado que las esporas no tratadas. 
También se observó que el tratamiento con benomilo producía la retracción del 
citoplasma de las esporas, como ocurre al tratar con ácido hexanoico y con AAME, 
mientras que este fenómeno no se observó con el tebuconazol y el fosetil-alumino 
(datos no mostrados).  
Figura 39. Comparativa de la eficacia del ácido hexanoico y del AAME con la de fungicidas 
comerciales. Efecto sobre la germinación de las esporas. Figura 39a: Esporas de B. cinerea se 
incubaron durante 24 h con ácido hexanoico, AAME y los distintos fungicidas comerciales. Posteriormente 
se determinó el porcentaje de germinación de las esporas mediante observación microscópica. Figura 
39b:  Se determinó el porcentaje de germinación de las esporas tratadas, una vez eliminado el 
compuesto, tras su incubación durante 24 h en medio PDB. Los experimentos se hicieron por duplicado. 
Las barras muestran la media de los porcentajes de germinación de dos réplicas técnicas de un 
experimento representativo ± el error estándar para cada tratamiento. Las medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) respecto de los tratamientos, están indicadas con letras.  
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Se pudo comprobar que el fosetil-aluminio y el benomilo producían un retraso en 
la germinación de las esporas ya que, tras siete días de incubación en los 
respectivos tratamientos, se desarrolló el micelio, aunque en menor proporción que 
en las esporas no tratadas (Figura 40).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
También se analizó el efecto producido por los distintos tratamientos sobre el 
desarrollo del micelio, a partir de esporas ya germinadas. Para ello se incubaron 
esporas de B.cinerea en medio PDB durante 24 h y una vez confirmada la 
germinación de éstas mediante análisis microscópico, se sometieron a los distintos 
tratamientos. Transcurridos 5 días se determinó el peso seco del micelio 
desarrollado en cada caso (Figura 41).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Comparativa de la eficacia del ácido hexanoico y del AAME con la de 
fungicidas comerciales. Efecto a largo plazo. Se incubaron  durante 7 días esporas de B. 
cinerea en medio PDB con los diferentes compuestos fungicidas y se estimó el micelio  
desarrollado, una vez filtrado y secado hasta peso constante. Las barras muestran la media 
del peso seco de cuatro experimentos independientes ± el error estándar para cada 
tratamiento. Las medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p<0,05) están 
indicadas con letras.  
Figura 41. Comparativa de la eficacia del ácido hexanoico y del AAME con la de fungicidas 
comerciales. Efecto sobre el crecimiento del micelio de B. cinerea. Esporas germinadas en PDB 
fueron tratadas durante 5 días con ácido hexanoico, AAME y los fungicidas comerciales. Se determinó el 
micelio obtenido, una vez filtrado y secado hasta peso constante. Las barras muestran la media del 
porcentaje del peso seco respecto del control, de dos experimentos independientes (2 réplicas técnicas por 
experimento) ± el error estándar para cada tratamiento. Las medias que son estadísticamente diferentes 
entre sí (p<0,05) estan indicadas con letras.  
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El ácido hexanoico y el AAME inhibieron completamente el crecimiento del micelio, 
como cabía esperar al utilizar la MCF y en esas condiciones experimentales los 
fungicidas comerciales analizados inhibieron significativamente el crecimiento del 
micelio, reduciendo su peso seco hasta en un 80-90%, con respecto al control no 
tratado (Figura 41). 
 
 
Eficacia del efecto inhibitorio del ácido hexanoico sobre la germinación de esporas 
de B. cinerea  inoculadas en un soporte biológico 
 
Inoculación de esporas tratadas con ácido hexanoico en hojas de tomate 
 
Una vez demostrada la actividad fungicida del ácido hexanoico in vitro, se estudió 
si dicho efecto se mantenía sobre un huésped, como la hoja de tomate. Se trataron 
durante 2 h esporas de B. cinerea con ácido hexanoico, a una concentración 
fungicida (16 mM) y a una concentración no fungicida (3 mM), utilizando como 
control esporas incubadas en medio PDB. Posteriormente, las esporas se inocularon 
en hojas aisladas de plantas de tomate (cv. Ailsa Craig) de 4 semanas de desarrollo 
y se monitorizó el avance de la infección, midiendo el diámetro de la necrosis a 
distintos tiempos (Figura 42). Asímismo, para comprobar la irreversibilidad del 
tratamiento en estas condiciones, una parte de las esporas tratadas con ácido 
hexanoico 16 mM fue sometida a sucesivos lavados, para eliminar el tratamiento y  
posteriormente las esporas fueron inoculadas (Figura 42). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Inoculación de hojas de tomate  con esporas de B. cinerea tratadas con ácido 
hexanoico. Se inocularon hojas cortadas de plantas de tomate cv. Ailsa Craig de 4 semanas de 
desarrollo, con esporas de B. cinerea previamente tratadas con agua (control), con ácido hexanoico 
3 ó 16 mM, o tratadas con ácido hexanoico 16 mM y posteriormente lavadas para eliminar el 
tratamiento (16 mM revers). Los puntos indican la media del diámetro de la zona necrosada (n=20) 
tras 24, 48 y 72 h.p.i. ± el error estándar para cada tratamiento. Los grupos de medias de diámetro 
de necrosis estadísticamente diferentes con respecto a al tratamiento en cada tiempo de infección 
estan indicados con letras (p<0,05). 
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Las esporas tratadas con ácido hexanoico a la MCF no fueron capaces de colonizar 
las hojas de tomate, incluso después de haber sido eliminado el compuesto, 
confirmando que el efecto del tratamiento es irreversible en un contexto biológico.  
 
 
Inoculación de esporas tratadas con ácido hexanoico en frutos de tomate 
 
Se escogieron frutos de tomate cosechados como soporte biológico. Fueron 
lavados y esterilizados en su superficie mediante baño con lejía al 10% (v/v). A 
continuación, se les practicaron 4 incisiones en el pericarpio de la zona ecuatorial. 
Una parte de los frutos fueron inoculados en cada herida con 5 μL de una 
suspensión de esporas de B. cinerea de 4 x 106 esporas/ml en agua (Control 
infectado). Otros frutos fueron inoculados con esporas tratadas durante 2 h con 
ácido hexanoico 16 mM  (ácido hexanoico) y otros frutos fueron inoculados con 
esporas tratadas con ácido hexanoico 16 mM y posteriormente sometidas a 
sucesivos lavados para eliminar el tratamiento (ácido hexanoico lavado). Los frutos 
control fueron inoculados con agua estéril (Control agua).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Inoculación en frutos de tomate de esporas tratadas con ácido hexanoico. Se 
utilizaron 8 tomates maduros cv. Ailsa Craig para cada tratamiento. Cada grupo fué inoculado con 
agua (control agua) o con esporas  de Botrytis cinerea previamente incubadas durante 2 h en agua 
(control infectado), ácido hexanoico 16 mM o con esporas que habían sido también incubadas con 
ácido hexanoico a la misma concentración, pero sometidas posteriormente a varios lavados para 
eliminar el tratamiento (ácido hexanoico lavado). El experimento fué ensayado por duplicado. La  
imagen ilustra el aspecto de los frutos tras dicho experimento. 
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En nuestro sistema la necrosis del pericarpio alrededor de la herida aparece a las 
48 h, a las 72 h todas las heridas están infectadas y el micelio de B. cinerea se ha 
desarrollado. A las 96 h la necrosis es de alrededor de 1-1,5 cm de diámetro, 
aproximadamente (figura 43, Control infectado). 
Sin embargo, a las 96 h no se observaron síntomas de infección en aquellos 
frutos inoculados con esporas tratadas previamente con ácido hexanoico 16 mM, 
incluso después de haber eliminado el tratamiento mediante lavado de las esporas 
(Figura 43, ácido hexanoico lavado). Estos resultados demuestran que el ácido 
hexanoico no sólo inhibe la germinación y el crecimiento de B. cinerea in vitro, sino 
que también es eficaz cuando las esporas se inoculan en fruto de tomate. Este 
efecto inhibitorio permanece incluso después de lavar las esporas para eliminar el 
tratamiento, lo que confirma la irreversibilidad del mismo y sugiere la posibilidad de 
utilizar el ácido hexanoico en tratamientos postcosecha. 
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Aplicación del ácido hexanoico en plantas de tomate 
 
Tratamientos preventivos 
 
Ensayos en plantas de tomate del cultivar Ailsa Craig 
 
Para testar la eficacia del ácido hexanoico contra la infección por B. cinerea en 
plantas de tomate, éste se aplicó mediante spray a distintas concentraciones, en 
plantas de tomate cv. Ailsa Craig de 4 semanas de desarrollo y 30 minutos después 
del tratamiento, las plantas fueron inoculadas con esporas de B. cinerea. A las 72 
h.p.i. se determinó el avance del patógeno en cada caso, midiendo el diámetro del 
área de necrosis (Figura 44). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se comprobó que el tratamiento previo de las plantas de tomate con ácido 
hexanoico a concentraciones fungicidas (16 y 20 mM)  redujo en más del 50% el 
diámetro de la necrosis producida tras la infección con B. cinerea. La aplicación de 
una concentración inferior a la MCF (3mM) no tuvo efecto sobre la infección, 
produciéndose una necrosis similar a la de las plantas control, no tratadas. En 
ningún caso la aplicación del ácido hexanoico produjo signos de fitotoxicidad.  
 
 
 
Figura 44. Efecto del tratamiento previo de plantas de tomate  con ácido hexanoico sobre 
la infección con B. cinerea. Se trataron plantas de tomate cv. Ailsa Craig de 4 semanas de 
desarrollo con ácido hexanoico mediante spray. Las plantas fueron inoculadas con esporas de B. 
cinera 30 minutos después del tratamiento. Las barras indican la media del diámetro de la zona 
necrosada (n=10) tras 72 h.p.i. ± el error estándar para cada tratamiento. Los grupos de medias 
estadísticamente diferentes entre sí estan indicados con letras (p<0,05). 
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Ensayos en plantas de tomate del cultivar MicroTom 
 
Para comprobar si el tratamiento por spray con ácido hexanoico resultaba efectivo 
en plantas adultas, se utilizó  el cultivar MicroTom. Este cultivar enano de tomate, 
que fue obtenido con fines ornamentales en jardinería (Scott and Harbaugh 1989), 
comparte con Arabidopsis algunas cualidades que le hacen muy adecuado para el 
cultivo y la experimentación en el laboratorio (Meissner y col., 1997). Además de 
su pequeño porte (8-20 cm en altura), crece bien a elevadas densidades de cultivo 
(hasta 1357 plantas/m2) y posee un ciclo de vida corto (de 70-90 días desde la 
germinación de las semillas hasta obtener frutos maduros). Por ello, las plantas 
MicroTom constituyen un buen sistema modelo para estudiar la resistencia frente a 
patógenos (Yinghui y col., 2005). En nuestro caso, la utilización de este cultivar 
permitió realizar los tratamietos con ácido hexanoico y estudiar su efecto sobre la 
infección del hongo, en plantas completamete desarrolladas.  
Recientemente se han publicado estudios sobre la interacción con la bacteria 
patogénica Ralstonia solanacearum (Hase y col., 2006; Chen y col., 2006b) y con el 
hongo biótrofo Cladosporium fulvum en este cultivar (Marti y col., 2006) pero no 
hay antecedentes del fenotipo de MicroTom frente a la infección por B. cinerea. Se 
puso a punto, pues,  un protocolo de inoculación con B. cinerea y se comprobó que, 
en nuestras condiciones de ensayo, las primeras lesiones necróticas eran visibles a 
las 48 h.p.i., pero los síntomas asociados a la infección comenzaban a ser 
evaluables visualmente 7 días después de la inoculación.  
Los tratamientos se llevaron a cabo con plantas que ya habían desarrollado frutos 
maduros, a las que se aplicó el ácido hexanoico mediante spray a la MCF (16 mM). 
30 minutos después del tratamiento se inocularon las esporas de B. cinerea y  las 
plantas se mantuvieron en condiciones de elevada humedad relativa, para 
favorecer la infección. Se monitorizó el avance de la infección y a los 7 días se 
midió el diámetro de la necrosis producida en las hojas de las plantas (Figura 45).  
Los resultados obtenidos demostraron que el tratamiento con ácido hexanoico 
reducía en un 20% la media del diámetro de las necrosis producidas por la infección 
con B. cinerea, confirmando su eficacia fungicida en plantas adultas de tomate. 
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 Tratamientos curativos 
 
Ensayos en plantas de tomate del cultivar Ailsa Craig 
 
Teniendo en cuenta que el ácido hexanoico, además de inhibir la germinación de 
las esporas de B. cinerea, tenía capacidad para inhibir el crecimiento del micelio, se 
analizó la eficacia del tratamiento en plantas inoculadas previamente, en las que la 
infección estaba ya establecida. Se inocularon plantas de tomate cv. Ailsa Craig de 
4 semanas de desarrollo con esporas de B. cinerea y  48 h después, se trataron 
mediante spray con concentraciones fungicidas de ácido hexanoico (Figura 46).  
 
 
Figura 45. Efecto preventivo del ácido hexanoico sobre plantas adultas de 
tomate del cultivar MicroTom. Figura 45 a: Se trataron plantas completamente 
desarrolladas y con frutos maduros de tomate cv. MicroTom con ácido hexanoico 20mM 
mediante spray. Las plantas fueron inoculadas con esporas de B. cinerea 30 minutos 
después del tratamiento. Las barras indican la media del diámetro de la zona necrosada 
(n=30) tras 7 d.p.i. ± el error estándar para cada tratamiento. La diferencia 
estadísticamente significativa  respecto de las plantas no tratadas (p<0,05) se ha 
indicado con un asterisco (*). Figura 45 b: Imágenes representativas del área de necrosis 
7 d.p.i. 
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Se comprobó que los tratamientos redujeron el diámetro de la necrosis en 
aproximadamente un  30 %, con respecto a las plantas no tratadas, 24 h después 
de su aplicación. Estos resultados demuestran que el ácido hexanoico puede frenar 
el avance de una infección ya establecida en la planta, lo que resulta de gran 
interés para su posible aplicación como tratamiento con efecto curativo.    
 
 
Ensayos en plantas adultas del cultivar MicroTom 
 
El efecto curativo del ácido hexanoico tambien fué comprobado en plantas 
desarrolladas con fruto del cultivar MicroTom. Para ello, se inocularon las plantas 
con B. cinerea y a las 48h éstas fueron tratadas mediante spray con ácido 
hexanoico 20mM. Cinco días después del tratamiento se midió el diámetro de la 
necrosis (Figura 47). El tratamiento con ácido hexanoico resultó aún más eficaz que 
en el caso de las plantas jóvenes del cultivar Ailsa Craig, observándose una 
reducción del diámetro del área de necrosis de aproximadamente un 60 % (Figura 
47). Los resultados obtenidos demuestran que el ácido hexanoico no sólo previene 
la infección con B. cinerea en plantas adultas, sino que su aplicación reduce el 
avance de la enfermedad ya establecida en dichas plantas. 
  
Figura 46. Efecto curativo del ácido hexanoico sobre plantas jóvenes de tomate del 
cultivar Ailsa Craig. Plantas de tomate cv. Ailsa Craig de 4 semanas de desarrollo se inocularon 
con esporas de B. cinerea. A las 48 h las plantas fueron tratadas con concentraciones fungicidas de 
ácido hexanoico mediante spray. Las barras indican la media del diámetro de la zona necrosada 
(n=10) tras 72 h.p.i. ± el error estándar para cada tratamiento. Las diferencias estadísticamente 
significativas respecto de las plantas no tratadas (p<0,05) se han indicado con un asterisco (*). 
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Figura 47. Efecto curativo del ácido hexanoico sobre plantas adultas del cultivar 
MicroTom. Figura 47a: Plantas de tomate desarrolladas y con frutos maduros cv. MicroTom se 
inocularon  con esporas de B. cinerea. A las 48 h, las plantas fueron tratadas mediante spray con 
una concentración fungicida de ácido hexanoico. Las barras indican la media del diámetro de la zona 
necrosada (n=30) tras 7 d.p.i. ± el error estándar para cada tratamiento. La diferencia 
estadísticamente significativa respecto de las plantas no tratadas (p<0,05) se indica con un 
asterisco (*). Figura 47b: Imágenes representativas del área de necrosis observada a los 7 d.p.i., en 
plantas tratadas y no tratadas. 
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 Aplicación postcosecha del ácido hexanoico 
 
Tratamientos preventivos 
 
Se analizó la eficacia del tratamiento postcosecha con ácido hexanoico sobre 
frutos de tomate. Para ello, se colectaron frutos de tomate cv. Ailsa Craig en 
diferentes estados de maduración, que fueron lavados y esterilizados en su 
superficie mediante baño con lejía diluída al 10%. A continuación, se les practicaron 
4 punciones en el pericarpio de la zona ecuatorial y se trataron con ácido hexanoico 
mediante spray, a una concentración fungicida (20mM). Inmediatamente los frutos 
fueron inoculados en cada herida con 5 μL de una suspensión de esporas (4 x 106 
esporas/ml). A las 96 h.p.i. se midió el avance de la infección, determinando el 
diámetro de la necrosis (figura 48).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El tratamiento con ácido hexanoico redujo el diámetro del área de necrosis en 
frutos verdes alrededor de un 14 % (Figura 48) y se comprobó que este efecto era 
estadísticamente significativo. Este resultado apoya la aplicabilidad postcosecha del 
ácido hexanoico, puesto que en numerosas ocasiones los frutos son cosechados en 
estado verde. 
 
 
Figura 48. Efecto preventivo del ácido hexanoico como tratamiento postcosecha. Se 
colectaron frutos de tomate cv. Ailsa Craig en distintos estados de maduración y una vez 
esterilizados en superficie, se les practicaron 4 incisiones en el pericarpio de la zona ecuatorial. Los 
frutos fueron rociados mediante spray con ácido hexanoico 20 mM o con agua estéril (control) y 
posteriormente inoculados con esporas de B. cinerea. A las 96 h.p.i.  se midió el diámetro de la 
necrosis. Los experimentos se repitieron 4 veces. Las barras indican la media del diámetro de la 
zona necrosada (n=20) de un experimento representativo ± el error estándar para cada tratamiento. 
La diferencia estadísticamente significativa de la media del diámetro del área necrosada respecto de 
los frutos no tratados (p<0,05) se ha indicado con un asterisco (*). 
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Tratamientos curativos 
 
A diferencia de lo que ocurre en la planta, los primeros síntomas de infección en 
el fruto, que consisten en una necrosis de 1-3 mm de diámetro en el tejido 
adyacente a la zona de inoculación, se observan a las 24 h post-inoculación. Para 
observar los efectos del ácido hexanoico sobre una infección ya establecida en el 
fruto, se infectaron frutos de tomate (cv. Ailsa Craig) cosechados en diferentes 
estados de maduración y a las 24 h, tras confirmar visualmente los síntomas de la 
infección, se trataron por spray con ácido hexanoico 20 mM o con agua estéril, en 
el caso de los frutos control. 72 h después del tratamiento se midió el diámetro del 
área necrosada (Figura 49).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 49. Efecto curativo del ácido hexanoico como tratamiento postcosecha. (Figura 49a): 
Se colectaron frutos de tomate (cv. Ailsa Craig) en distintos estados de maduración y una vez 
esterilizados en superficie, se les practicaron 4 incisiones en el pericarpio de la zona ecuatorial. Los 
frutos fueron inoculados con esporas de Botrytis cinerea. A las 24 h.p.i. , una vez confirmado el 
establecimiento de la infección visualmente, los frutos fueron rociados mediante spray con ácido 
hexanoico 20 mM o con agua estéril (control). A las 96 h.p.i. se midió el diámetro de la necrosis. Los 
experimentos se repitieron 4 veces. Las barras indican la media del diámetro de la zona necrosada 
(n=20) de un experimento representativo ± el error estándar para cada tratamiento. La diferencia 
estadísticamente significativa de la media del diámetro del área necrosada respecto de los frutos no 
tratados (p<0,05) se ha indicado con un asterisco (*). Figura 49b: Imágenes representativas del 
área de necrosis 96 h.p.i. 
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Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con ácido hexanoico 
reduce significativamente el avance de la infección en frutos previamente 
infectados, excepto en el estado maduro. El efecto más pronunciado se obtuvo en 
los frutos verdes, en los que el diámetro del área necrosada disminuyó alrededor de 
un 60 % y en los frutos en el estado de maduración denominado rosado (entre un 
30 % y un 60 % de la superficie del fruto tiene color rosado) en que el diámetro de 
la necrosis se redujo en aproximadamente un 50 % (Figura 49). En la figura 49b se 
pueden observar fotografías de frutos representativos de los experimentos 
realizados, que ilustran el efecto curativo del ácido hexanoico.  
Los resultados obtenidos en las aplicaciones pre y postcosecha del ácido 
hexanoico señalan al ácido hexanoico como un buen candidato para el diseño y 
desarrollo de tratamientos, tanto durante el crecimiento de las plantas y el 
desarrollo de los frutos, como tras su recolección y almacenamiento postcosecha. 
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DISCUSIÓN  
 
Caracterización del efecto fungicida del AAME 
 
En este capítulo se ha demostrado que el monoéster etílico del ácido adípico 
(AAME) inhibe el crecimiento de Botrytis cinerea, tanto in vitro como sobre un 
soporte biológico. El AAME inhibe completamente la germinación de las esporas de 
B. cinerea, que consta de varias etapas. La primera supone el establecimiento de 
fuerzas de adhesión, que unen las esporas a un soporte. Le sigue una etapa de 
hidratación, previa a la formación del tubo germinativo. Finalmente, tras la 
germinación, las esporas de B. cinerea se unen fuertemente mediante la secreción 
de una matriz extracelular (Doss y col., 1993; Doss y col., 2003). Los resultados 
obtenidos demuestran que, a concentraciones inferiores a la mínima concentración 
fungicida (MCF), las esporas no habían germinado a las 24 h, pero al microscopio 
se observaban hinchadas, indicando que la etapa de hidratación había tenido lugar. 
Este hecho se correlacionaba con los resultados obtenidos tras 7 días de incubación, 
en los que se observaba que a esas concentraciones de AAME la germinación 
finalmente había tenido lugar, por lo que se había producido un retraso en la 
germinación, pero no su completa inhibición. A concentraciones de AAME iguales o 
superiores a la MCF, las esporas no germinaron  tras 24 h, ni tampoco a los 7 días. 
Se comprobó, asimismo, que tras un tratamiento con AAME a la MCF de tan sólo 2 
h, las esporas de B. cinerea no recuperaron la capacidad de germinar tras la 
eliminación de dicho tratamiento, lo que demostró la irreversibilidad de su acción 
fungicida. La capacidad inhibitoria sobre la germinación es una cualidad muy 
valorada en los tratamientos fungicidas, puesto que para lograr una efectiva 
protección de los frutos contra los patógenos de postcosecha, es conveniente actuar 
en las etapas más tempranas de la infección del fruto (Bryk y col., 1998). 
El AAME no sólo inhibe la germinación de las esporas, sino que también inhibe el 
crecimiento del micelio. Esta característica resulta de gran interés, ya que otros 
compuestos utilizados actualmente, como los pertenecientes a la clase de las 
estrobilurinas, que bloquean la cadena de transporte de electrones mitocondrial a 
nivel del complejo citocromo bc1, inhiben la germinación de las esporas, pero son 
mucho menos activos como inhibidores del crecimiento del micelio (Sauter y col., 
1999). También, el estudio reciente de un compuesto fungicida, perteneciente a la 
clase de las antraquinonas, concluyó que el 4,4,-dimetilantraceno-1,9,10(4H)-
triona era muy activo sobre la germinación, inhibiéndola totalmente a las 7 h de 
tratamiento, pero resultaba menos activo como inhibidor del crecimiento del micelio 
(Mendoza y col., 2005). Por otra parte, muchos fungicidas inhiben eficazmente el 
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desarrollo del micelio, pero tienen escaso o nulo efecto sobre la germinación de las 
esporas, como ocurre con los inhibidores de la síntesis de ergosterol (Buchenauer, 
1978) y con los bencimidazoles, como la carbendazima o los N-fenil carbamatos, 
que son inhibidores de la formación de los microtúbulos, e inhiben la división 
nuclear (Suzuki y col., 1984).  
El efecto antifúngico mostrado por el AAME es por tanto inusual, tan sólo 
observado en fungicidas tales como los fenilpirroles y las hidroxianilidas, como la 
fenhexamida (Rosslenbroich & Stuebler, 2000). Un objetivo importante en la 
investigación actual, para lograr el control efectivo de las enfermedades de las 
plantas, es la búsqueda de agentes antifúngicos con nuevos modos de acción. 
Como se ha indicado anteriormente, el AAME es un derivado del ácido adípico, uno 
de los ácidos orgánicos cuyo uso como conservante alimentario está permitido 
(Freese y col., 1973). El efecto de estos ácidos, como es el caso del ácido sórbico, 
puede ser atribuído, en parte, a una acidificación del citoplasma, que activaría los 
mecanismos de homeóstasis de la célula, reduciendo así la energía disponible para 
las funciones metabólicas esenciales y, por tanto, el crecimiento (Pearce y col., 
2001). Los experimentos llevados a cabo para estudiar el modo de acción del AAME 
revelaron la dependencia del pH en la efectividad del mismo, a concentraciones 
menores que la MCF. Este efecto no se observó a concentraciones próximas a la 
MCI y a la MCF, sugiriendo un mecanismo más complejo que la acidificación 
citoplasmática. Los ensayos realizados demuestran que el AAME no ejerce una 
actividad lítica sobre la membrana de B. cinerea. Sin embargo, el tratamiento con 
AAME provocó la salida de iones fosfato al medio extracelular, sugiriendo una 
alteración de la permeabilidad de las membranas del hongo. Este efecto se ha 
observado también al estudiar el mecanismo de acción de una antraquinona  
(Mendoza y col., 2005) y de varios diterpenoides con actividad contra B. cinerea 
(Cotoras y col., 2004), así como  de una serie de compuestos alifáticos (2E)-
alquenales de entre 5 y 14 átomos de carbono, caracterizados como agentes 
antimicrobianos (Kubo y col., 1995).  
Será necesario estudiar la especificidad del efecto del AAME, así como su acción 
sobre la membrana, puesto que no se puede descartar que los cambios observados 
en la permeabilidad de la membrana puedan ser debidos a otros efectos producidos 
sobre el metabolismo de B. cinerea.  
Finalmente, se ha demostrado que el tratamiento de las esporas durante 2 h con 
AAME, a la MCF, suprime la capacidad de B. cinerea para causar la podedumbre gris 
en frutos de tomate inoculados en condiciones controladas, incluso después de 
eliminar el tratamiento mediante repetidos lavados. Esto confirma la irreversibilidad 
del tratamiento.  
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Los resultados obtenidos evidencian la eficacia del AAME sobre un huésped y 
apoyan su uso potencial como tratamiento fungicida alternativo a los actuales. 
 
 
Efecto protector  del ácido hexanoico. Caracterización de su actividad 
inductora  
 
Se ha demostrado que el ácido hexanoico protege a las plantas de tomate frente 
al ataque por B. cinerea, estimulando sus mecanismos de defensa. La resistencia 
inducida por el ácido hexanoico parece estar basada en la estimulación de la 
acumulación de calosa alrededor de la zona de penetración del patógeno. Se ha 
comprobado que las plantas de tomate cv. Ailsa Craig no acumulan calosa en 
respuesta a la infección, pero el tratamiento previo de las mismas con ácido 
hexanoico indujo una gran acumulación de dicho polisacárido alrededor del área de 
infección. Este resultado demuestra que los mecanismos subyacentes en la 
resistencia inducida no siempre coinciden con los de la respuesta basal de la planta 
frente al patógeno. Otro dato interesante, que deriva del primer capítulo de la 
presente tesis, es que las plantas de tomate del cultivar T5 sí acumulaban calosa 
como respuesta basal al ataque por B. cinerea, a diferencia del cultivar Ailsa Craig, 
lo que indica que la participación de la calosa en la respuesta basal de Solanum 
lycopersicum frente a B. cinerea puede depender del cultivar.  
En Arabidopsis se ha demostrado que la estimulación de la acumulación de calosa 
constituye un mecanismo efectivo de resistencia inducida frente a patógenos 
necrótrofos (Zimmerli y col., 2000; Ton y col., 2005). También se ha comprobado 
en estas plantas que el efecto inductor del BABA se basa en la deposición temprana 
e incrementada de este polisacárido (Ton&Mauch-Mani, 2004). Por ello, para 
determinar la eficacia del tratamiento por vía radicular con ácido hexanoico, se 
aplicó BABA en las mismas condiciones y se comprobó que el nivel de protección 
ejercido por ambos compuestos era similar. Asimismo, se demostró que las plantas 
de tomate  tratadas con BABA acumulaban calosa en respuesta a B. cinerea.  
Las plantas de tomate también se trataron con SA aunque, en estas condiciones 
experimentales, la protección observada fue inferior a la lograda por el ácido 
hexanoico. En este caso se comprobó que el tratamiento no producía una inducción 
significativa de la acumulación de calosa en respuesta al patógeno, siendo este 
resultado consistente con las conclusiones obtenidas en Arabidopsis, que postulan 
que la ruta del SA antagoniza con la síntesis de calosa (Nishimura et al., 2003; 
Ton&Mauch-Mani, 2004). 
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Por otra parte, el tratamiento con ácido hexanoico, al igual que ocurrió con el 
BABA, no produjo por sí sólo acumulación de calosa en las plantas sin infectar. Por 
tanto, el efecto inducido por el ácido hexanoico sólo se manifiesta cuando se 
produce la interacción con el patógeno. Este tipo de efecto es considerado como de 
cebado o priming (Conrath y col.,2006). Desde el punto de vista de una posible 
utilización como tratamiento inductor, presenta la ventaja de no alterar 
significativamente el metabolismo de la planta hasta que no se enfrenta a un estrés 
biótico. 
El tratamiento local de las plantas con el inhibidor de la síntesis de calosa 2 
desoxi-D-glucosa (DDG), redujo significativamente la acumulación de calosa 
inducida por el tratamiento con ácido hexanoico, lo que se correlacionó con una 
mayor susceptibilidad a B. cinerea. Por tanto, la deposición de calosa constituye 
uno de los mecanismos implicados en la actividad inductora del ácido hexanoico. El 
hecho de que el tratamiento con DDG no inhibiera por completo la deposición de 
calosa inducida por el ácido hexanoico se corresponde con lo observado 
previamente en Arabidopsis, ya que el tratamiento simultáneo de hojas cortadas 
con BABA y DDG produjo una inhibición parcial de la deposición de calosa, que se 
pudo correlacionar igualmente con una pérdida de la protección inducida por el 
BABA frente a A. brassicicola (Ton & Mauch-Mani, 2004) 
El análisis de genes marcadores de dos de las rutas principales de señalización 
hormonal en la respuesta a patógenos, reveló que el ácido hexanoico no estimulaba 
significativamente la acumulación del transcrito de PR1, un gen marcador de la ruta 
dependiente del SA, con respecto a las plantas no tratadas, tras la infección con B. 
cinerea. Este transcrito se acumuló en respuesta al tratamiento con SA, lo cual era 
indicativo de que éste resultaba efectivo en las condiciones experimentales 
utilizadas. En cuanto al tratamiento con BABA, otros autores habían comprobado 
que en Arabidopsis se inducía la expresión de PR1 en la interacción con B. cinerea 
(Zimmerli y col., 2000) y más recientemente, frente a otros dos necrótrofos (Ton & 
Mauch-Mani, 2004). En tomate no había referencias previas a su regulación tras el 
tratamiento frente a un patógeno necrótrofo. En nuestras condiciones 
experimentales, el BABA produjo una mayor acumulación de PR1 en las plantas 
inoculadas con B. cinerea que en las plantas no tratadas.  
El gen Loxd codifica una lipooxigenasa implicada en la síntesis del JA. La actividad 
enzimática de Loxd se incrementa como parte del mecanismo de la resistencia 
sistémica inducida (ISR) que confiere la bacteria no patogénica Pseudomonas 
putida BTP1 a las plantas de judía, frente a la infección por B. cinerea (Ongena y 
col., 2004). A diferencia del SA y del BABA, el ácido hexanoico incrementó 
significativamente la expresión de LoxD en respuesta a B. cinerea. Estos resultados 
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indicaban que los mecanismos en los que se basa la resistencia inducida por el 
BABA y el ácido hexanoico eran diferentes, sugiriendo la posible conexión del efecto 
inductor del ácido hexanoico con la ruta mediada por el JA. 
Para confirmar esta hipótesis se utilizó el mutante def1 (defenseless-1), deficiente 
en la acumulación de JA (Howe y col., 1996), ya que presenta una mutación que 
bloquea la ruta de síntesis del JA (Li y col., 2002), pero que recupera el fenotipo 
normal tras el tratamiento con JA. Las plantas def1 respondieron al tratamiento con 
ácido hexanoico, aunque la protección inducida frente a B. cinerea resultó menos 
efectiva que en las plantas silvestres. Este resultado sugiere que la ruta mediada 
por JA no es esencial para la actividad inductora del ácido hexanoico.  
Sin embargo, es necesario tener en cuenta la mayor resistencia mostrada por el 
mutante frente a B. cinerea y explicar porqué el tratamiento con ácido hexanoico 
no resultó tan efectivo como en el genotipo silvestre, que no acumula calosa como 
mecanismo basal de respuesta frente a este patógeno. Por lo tanto, se requerirán 
estudios adicionales para determinar exactamente la implicación de la ruta del JA 
en la actividad inductora del ácido hexanoico. 
Aunque existe una amplia información acerca del papel del JA y de la ruta de las 
oxilipinas en las respuestas frente a patógenos (Glazebrook, 2005; Shah, 2005; 
Jones & Dangl, 2006; Vellosillo y col., 2007), todavía no se ha establecido el papel 
que desempeñan en la defensa del tomate frente a B. cinerea. Por una parte, 
Audenaert y colaboradores (2002b) observaron que el tratamiento con JA no 
protegía a las plantas de tomate contra B. cinerea y que el mutante def1 mostraba 
el mismo fenotipo de infección que las plantas control (cv. Castlemart). Sin 
embargo, Díaz y colaboradores (2002) observaron una mayor susceptibilidad de 
def1 frente a B. cinerea, concluyendo que el JA estaba implicado en la resistencia 
del tomate frente a este patógeno. Los autores justificaron las aparentes 
discrepanciancias con los resultados de Audenaert y colaboradores, en que dichos 
autores trabajaban con hojas previamente cortadas de plantas de 5 semanas de 
desarrollo, mientras que ellos realizaban las infecciones en plantas enteras de 3 
semanas de desarrollo de otro cultivar de tomate (cv. Moneymaker). 
En nuestro caso los estudios se han realizado en plantas enteras de 4 semanas de 
desarrollo (cv. Ailsa Craig) y en las condiciones experimentales utilizadas, las 
plantas def1 sin tratar resultaron más resistentes a B. cinerea que las plantas 
control. Al comparar los resultados obtenidos con los de Díaz y colaboradores 
(2002) cabe pensar que, dependiendo de la forma de evaluar los síntomas de 
infección, los resultados pueden llevar a conclusiones diferentes. Dichos autores 
encontraron que el porcentaje de lesiones en expansión en las plantas def1 era 
mayor que en las plantas control. Sin embargo, atendiendo a la tasa diaria de 
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expansión de la necrosis, no se apreciaban diferencias entre ambos tipos de 
plantas.  
Hay autores que destacan la importancia de las cepas patógenas utilizadas y de 
los métodos experimentales utilizados, en los resultados obtenidos (Thaler y col., 
2004). Asimismo, se ha comprobado que la susceptibilidad de Arabidopsis thaliana 
frente a distintos patógenos, a menudo es opuesta a la mostrada por Solanum 
lycopersicum (Thaler y col., 2004). De hecho, existen evidencias de que en 
Arabidopsis las respuestas dependientes de JA protegen contra necrótrofos 
(Penninckx y col., 1996; Staswick y col., 1998; Vijayan y col., 1998; Norman-
Setterblad y col., 2000), incluído B. cinerea (Thomma y col., 1998), pero no contra 
la mayoría de patógenos biótrofos (Reuber y col., 1998; Thomma y col., 1999a) y 
hemibiótrofos (Roetschi y col., 2001). En tomate, sin embargo, se ha comprobado 
que el mutante def1 es más susceptible a patógenos biótrofos y hemibiótrofos 
(Thaler y col., 2004).  
Podemos pues concluir que el ácido hexanoico estimula la expresión de genes 
marcadores de la ruta dependiente de JA,  aunque dicha señalización no parece 
imprescindible para la resistencia inducida por él.  
En este capítulo se ha determinado la posible implicación del ácido abscísico 
(ABA) en la actividad inductora del ácido hexanoico, ya que las plantas del mutante 
de tomate flacca (flc), que es deficiente en la síntesis de ABA, resultaron insensibles 
al tratamiento con hexanoico.  
En los últimos años se han aportado múltiples evidencias que apoyan la 
implicación del ABA en la interacción planta-patógeno (Audenaert y col., 2002b; 
Anderson y col., 2004; Thaler & Bostock, 2004; Thaler y col., 2004; Ton & Mauch-
Mani, 2004; Ton y col., 2005). En muchos casos se ha considerado que esta 
hormona actúa como un regulador negativo de la resistencia a patógenos, 
interfiriendo con las rutas de señalización dependientes de otras hormonas,  
(Audenaert y col., 2002b; Mohr & Cahill, 2003; Anderson y col., 2004; Thaler & 
Bostock, 2004). Hay estudios que han demostrado que en Arabidopsis la aplicación 
exógena de ABA induce susceptibilidad a Pseudomonas syringae pero no afecta a la 
resistencia contra Hyalospora parasitica. En contraste, el mutante de Arabidopsis 
deficiente en ABA aba-1, muestra menor susceptibilidad a Hyalospora parasitica 
(antes Peronospora parasitica) mientras que el mutante insensible a ABA abi1-1 no 
mostraba mayor resistencia (Mohr & Cahill, 2003).  Sin embargo, recientemente se 
ha comprobado que en Arabidopsis, el ABA puede actuar como un regulador 
positivo de la resistencia de la planta, potenciando la acumulación de calosa (Ton y 
Mauch Mani, 2004; Ton y col., 2005; Flors y col., 2008). 
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En tomate otros autores habían observado un incremento en los niveles de ABA 
tras la infección con B. cinerea y un aumento de la susceptibilidad a este patógeno 
tras su aplicación exógena (Kettner y Dörffling, 1995). Posteriormente se ha 
comprobado que el ABA podría constituir un factor de susceptibilidad en tomate 
utilizando el mutante sitiens. Estas plantas, que contienen el 8% del ABA presente 
en las plantas control y son incapaces de inducir la acumulación de ABA, eran más 
resistentes frente a B. cinerea (Audenaert, 2002b).  
Por otra parte, flacca (flc) es un mutante de tomate que tiene bloquedas dos 
actividades enzimáticas que actúan en los últimos pasos de la biosíntesis del ABA y 
que requieren un cofactor de molibdeno (MoCo); La aldehído oxidasa (en la que 
también son deficientes las plantas sitiens) y la xantina deshidrogenasa (Marin y 
MarionPoll, 1997). A diferencia de las plantas sitiens, las plantas flacca conservan 
un nivel de ABA residual del 21%, comparado con las plantas control (Herde y col., 
1999). Consistentemente con las observaciones de Audenaert y de otros trabajos 
más recientes, en los que tambien infectaban plantas sitiens con B. cinerea y con el 
hongo biótrofo Oidium neolycopersici (Achuo y col., 2006), el mutante flacca resultó 
ser más resistente a la infección por B. cinerea.  
También el efecto antagónico del ABA y el SA se ha mostrado en numerosos 
estudios (Chini y col., 2004; Kim y col., 2004; Xiong & Yang, 2003; Mohr & Cahill, 
2003; Mohr & Cahill, 2007). De hecho, se ha visto que los efectores bacterianos 
tipo III de secreción actúan manipulando la biosíntesis y señalización del ABA, 
como una estrategia de virulencia para suprimir las respuestas defensivas de la 
planta (de Torres-Zabala y col., 2007). Por otra parte, el ABA puede mimetizar la 
resistencia a patógenos necrótrofos inducida por BABA, que activa la deposición de 
calosa y la señalización dependiente de JA y ET (Thomma y col., 1998; Ton & 
Mauch-Mani, 2004). Estas observaciones se ven reforzadas por el hecho de que el 
ABA puede reprimir la señalización dependiente de SA, que a su vez reprime tanto 
la señalización dependiente de JA y ET, como la deposición de calosa (Jacobs y col., 
2003; Nishimura y col., 2003). Si el ácido hexanoico actuase estimulando la 
síntesis, acumulación o una señalización dependiente de ABA, se prodría producir 
una represión de la ruta dependiente de SA y una inducción de la ruta dependiente 
de JA, lo cual sería consistente con los resultados obtenidos en los análisis de 
expresión de genes, puesto que el ácido hexanoico indujo Loxd y no PR1.  
Además, recientemente se han aportado evidencias de que el ABA puede jugar un 
papel regulador de la acumulación de calosa en Arabidopsis thaliana (Nishimura y 
col., 2003; Ton y Mauch-Mani, 2004; Ton y col., 2005). El ABA no parece regular 
directamente la deposición de calosa en Arabidopsis, sino más bien la capacidad de 
acumular el polímero de forma más intensa y rápida. De hecho, el mutante ibs3, 
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deficiente en la regulación de un gen implicado en la biosíntesis de ABA, no es 
deficiente en la acumulación de calosa en respuesta a patógenos, si no que tiene 
bloqueada la capacidad de experimentar el priming producido por el BABA. El 
tratamiento con ácido hexanoico no confirió resistencia a las plantas flacca, 
apoyando que el ácido abscísico podría jugar un papel en la inducción de resistencia 
mediada por el ácido hexanoico. Similarmente a las observaciones de Ton y 
colaboradores (2005), el mutante flacca podría haber perdido la capacidad de 
experimentar el priming inducido por el ácido hexanoico.  
No obstante, a partir de los resultados obtenidos no se puede concluir un papel 
decisivo del ABA en la resistencia inducida por el ácido hexanoico, debido a que el 
mutante flacca es más resistente per se a la infección por B. cinerea. Este hecho 
podría explicarse por varias hipótesis. 
En primer lugar, se ha visto que la influencia del ABA en las infecciones virales es 
probablemente debida al hecho de que el ABA puede regular negativamente la 
expresión del gen de la β-1,3-glucanasa encargada de degradar la calosa y 
consecuentemente, reducir su actividad (Rezzonico y col., 1998). Por tanto, la 
inhibición de los enzimas degradativos de la calosa podría ser otra vía de 
incrementar la deposición de calosa por acción del ABA e inducir así la resistencia a 
patógenos. Para confirmar esta hipótesis se requeriría un estudio futuro de dichos 
enzimas.  
También se ha especulado con que el ABA controle la deposición de calosa 
mediante regulación transcripcional de receptores SNARE, que median el transporte 
en vesículas y la liberación de compuestos tóxicos y de calosa sintasa en los puntos 
de penetración de hongos patógenos (Leyman y col., 1999; Collins y col., 2003; 
Flors y col., 2005).  
Además, se sabe que el ABA influye en la composición de la pared celular de 
varias maneras (Lohani y col., 2004), incluyendo la alteración de la matriz de 
pectina (Micheli, 2001). Además, se ha encontrado una conexión entre la 
composición de la pared celular y la regulación del ABA (Chen y col., 2005; 
Hernandez-Blanco y col., 2007). La disrupción del gen de la celulosa sintasa 
implicada en la formación de la pared secundaria, CESA8/IRX1, provoca una mayor 
acumulación de ABA en Arabidopsis (Chen y col., 2005) y dos mutantes deficientes 
en CESA8 ("irregular xilem",irx1-6) y en CESA4 (irx5-5) muestran inducción 
constitutiva de numerosos genes regulados por ABA (Hernández-Blanco y col., 
2007).  
Teniendo todos estos datos en cuenta, es evidente que el ABA puede jugar un 
papel regulador de la respuesta a patógenos a varios niveles y dentro de ellos, 
puede regular la deposición de calosa por varias vías distintas. La falta de respuesta 
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al ácido hexanoico del mutante flacca podría deberse a alteraciones en la 
deposición de calosa en este mutante o a otros procesos dependientes de ABA. 
Alternativamente, el mutante flacca podría ser más resistente a B. cinerea porque 
tenga inducida la deposición de calosa, no siendo acumulable el efecto del ácido 
hexanoico. Estas cuestiones tendrán que ser clarificadas en estudios futuros para 
determinar si el ABA es una hormona clave en la resistencia inducida por el ácido 
hexanoico.  
 
Actividad antifúngica del ácido hexanoico  
 
El ácido hexanoico puede desempeñar diferentes funciones en la interacción 
planta-patógeno ya que, además de la actividad inductora de las defensas de las 
plantas, discutida anteriormente, se ha demostrado que es capaz de inhibir el 
crecimiento de B. cinerea, tanto in vitro como in vivo, a concentraciones no 
fitotóxicas. Este doble efecto no es habitual entre los inductores conocidos, como 
por ejemplo el BABA, aunque recientemente se ha descrito que las oxilipinas 
también son capaces de actuar tanto sobre la planta, como sobre los patógenos 
(Prost y col., 2005). Se ha visto también que algunos fungicidas del grupo de las 
estrobilurinas, especialmente la piraclostrobina (comercializado como BAS 500F), 
afectan al metabolismo de las plantas, además de producir un efecto tóxico sobre 
los patógenos (Herms y col., 2002). Este doble efecto puede ser muy ventajoso, ya 
que existen varios trabajos que demuestran que los inductores son más eficaces en 
combinación con fungicidas, como en el caso del BTH con estrobilurinas, triazoles, 
ditiocarbamatos y otros (Leskovar & Kolenda, 2002; Ryley y col., 2003; Gent & 
Schwartz, 2005) y del BABA con triazoles (Cohen, 1998).  
En este trabajo se ha demostrado que el ácido hexanoico inhibe completamente la 
germinación de las esporas de B. cinerea, lo que podría explicar la reducción del 
área de necrosis en plantas o frutos tratados previamente a la infección. Los 
estudios realizados in vitro demostraron que a concentraciones inferiores a la MCF 
las esporas no habían germinado a las 24 h, pero al microscopio se observaban 
hinchadas, indicando que la etapa de hidratación había tenido lugar. En estas 
condiciones, tras 7 días de incubación, las esporas germinaron, por lo que en 
realidad sólo se producía un retraso en dicho proceso. Se comprobó también la 
irreversibilidad de su efecto a la MCF. A concentraciones iguales o superiores a la 
MCF de ácido hexanoico, las esporas no se observaban hinchadas sino que, por el 
contrario, se observó una retracción del citoplasma, con presencia de 
granulaciones. Estos efectos se han observado también tras el tratamiento con 
resveratrol, un compuesto natural con propiedades antifúngicas presente en la uva 
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(Sbaghi y col, 1995). En algunos hongos biótrofos formadores de micorrizas este 
efecto en las hifas de las esporas germinadas constituye una estrategia, que 
permite alargar la viabilidad y la capacidad de infectar al huésped, durante 
condiciones de crecimiento desfavorables (Logi y col., 1998). Sin embargo, en 
estudios muy recientes, en los que se caracterizaba el efecto fungicida de 
compuestos volátiles generados por Bacillus subtilis, se observó que una vez 
producida la retracción del citoplasma en las esporas de B. cinerea, éstas no podían 
germinar, incluso después de transferirlas a medio PDA fresco. Esto sugirió que la 
retracción del citoplasma en B. cinerea podía ser letal, en lugar de una estrategia 
de supervivencia (Chen y col., 2008). Estos autores encontraron además, que entre 
los componentes volátiles con efecto fungicida estaba, por ejemplo, el acetaldehído, 
para el que recientemente se había descrito un efecto antifúngico sobre B. cinerea y 
sobre otros patógenos (Almenar y col., 2007) y el 2-etil-hexanol, para el que se 
había descrito su efecto  sobre otros patógenos (Fernando y col., 2005). 
La actividad del ácido hexanoico como antifúngico, al igual que ocurre con el 
AAME, no sólo está asociada con su capacidad para inhibir la germinación, sino 
también con su habilidad para inhibir el crecimiento del micelio. Su eficacia como 
tratamiento curativo, una vez establecida la infección, podría deberse a esta 
actividad sobre el micelio. El efecto sobre la germinación y el desarrollo del micelio 
sólo se ha observado en fungicidas tales como los fenilpirroles y las hidroxianilidas, 
como la fenhexamida (Rosslenbroich & Stuebler, 2000). Los tratamientos 
comerciales utilizados en este capítulo, incluyendo el benomilo, que estaba indicado 
especialmente para el control preventivo y curativo de B. cinerea antes de su 
prohibición, no presentaron este doble efecto en las condiciones experimentales 
utilizadas. De hecho, este compuesto sólo inhibió la germinación de las esporas, 
siendo esto consistente con observaciones previas que indicaban que detenía la 
elongación del tubo germinativo (Leroux y col., 1998). Los bencimidazoles, como la 
carbendacima, que inhiben la formación de los microtúbulos o los N-fenil 
carbamatos, que inhiben la división nuclear, detienen el crecimiento del micelio, 
pero tienen escaso o ningún efecto sobre la germinación de las esporas (Suzuki y 
col., 1984). Por tanto, los estudios realizados in vitro sugieren que tanto el ácido 
hexanoico, como el AAME, pueden ser eficaces en el control de B. cinerea, 
presentando algunas ventajas con respecto a los fungicidas comerciales.  
Con respecto a la caracterización del posible modo de acción del ácido hexanoico  
se analizó el efecto del pH sobre su actividad fungicida. Aunque los porcentajes de 
germinación observados a diferentes pHs no mostraron diferencias significativas, se 
comprobó mediante análisis microscópico, que a concentraciones parcialmente 
efectivas, el retraso en el desarrollo de las esporas era más acusado a pHs 
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inferiores al pKa, aunque finalmente germinaban. Sin embargo, no se observaban 
diferencias  a concentraciones inhibitorias o fungicidas.  Estos resultados sugerían 
un modo de acción más complejo que la simple acidificación del citoplasma, 
propuesta previamente para otros ácidos carboxílicos con actividad fungicida 
(Stratford & Anslow, 1998). De hecho, estudios realizados in vitro demostraron que 
tanto las formas disociadas como las no disociadas del ácido sórbico, un compuesto 
autorizado como conservante alimentario, contribuían a inhibir el crecimiento de 
diversos hongos como Penicillium chrysogenum, Cladosporium cladosporioides y 
Ulocladium atrum (Skirdal & Eklund, 1993). Asimismo, se demostró, que este ácido 
inhibía el crecimiento de la levadura por un mecanismo relacionado con la falta de 
disponibilidad de energía y no con la simple alteración del pH intracelular (Bracey y 
col., 1998; Pearce y col., 2001). De hecho, se había demostrado que este 
compuesto  alteraba el gradiente de protones de la membrana celular y 
mitocondrial y que provocaba la desorganización de las membranas mitocondriales 
(Eklund, 1985; Kinderlerer & Hatton, 1990). Estas observaciones podrían estar 
relacionadas con las granulaciones observadas en las esporas de B. cinerea 
tratadas con ácido hexanoico. 
El análisis del efecto del ácido hexanoico sobre las membranas de B. cinerea 
demostró que éste no ejerce una actividad lítica, pero sí provocó un aumento de la 
concentración de los iones fosfato en el medio extracelular, sugiriendo la alteración 
de la permeabilidad de la membrana. Como se ha mencionado anteriormente, este 
efecto también lo producen otros compuestos (Mendoza y col., 2005; Cotoras y 
col., 2004; Kubo y col., 1995). En el caso de una serie de compuestos alifáticos 
(2E)-alquenales de 5 a 14 átomos de carbono, se ha establecido una relación entre 
su estructura química y su actividad antimicrobiana. Se ha demostrado que se 
obtiene la máxima eficacia cuando en la estructura se halla una proporción 
apropiada de parte hidrofílica e hidrofóbica. Se ha sugerido como mecanismo de 
acción que la cabeza hidrofílica se uniría como un gancho a la parte hidrofílica de la 
membrana, mediante puentes de hidrógeno intermoleculares y que la cola 
hidrofóbica de la molécula se internaría en la bicapa lipídica de la membrana, lo que 
provocaría un desorden en la bicapa fluida de la misma (Nihei y col., 2003). En 
cualquier caso, será necesario establecer la especificidad del efecto del ácido 
hexanoico sobre la membrana, para  descartar otros efectos sobre el metabolismo 
de B. cinerea.  
Por otra parte, como se ha descrito en la introducción, entre los compuestos que 
presentan un doble efecto fungicida e inductor se incluyen varios volátiles emitidos 
por las plantas. Las plantas generan una compleja mezcla de compuestos orgánicos 
volátiles (VOCs) tras el ataque por insectos herbívoros y por patógenos (Matsui, 
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2006) para repelerlos o incluso para atraer predadores naturales de los herbívoros 
atacantes (Dudareva & Negre, 2005). Recientemente se ha demostrado que las 
señales volátiles  pueden inducir un efecto de cebado o priming y una resistencia 
indirecta en maíz (Ton y col., 2007). Varios volátiles emitidos por Solanum 
lycopersicum, como el (E)-2-hexenal, pueden inhibir a B. cinerea, siendo éste el 
más efectivo (He y col., 2006; Zhang y col., 2008). Los estudios más recientes han 
determinado que la composición de volátiles emitidos por hojas de tomate varía con 
el desarrollo (Zhang y col., 2008). El (E)-2-Hexenal constituye el componente 
principal de los VOCs emitidos por las hojas de tomate y su contenido se  
incrementa con el desarrollo de las mismas, lo que se correlaciona con la tasa de 
inhibición de B. cinerea. Los VOCs emitidos por Solanum lycopersicum inhibían 
tanto la germinación de las esporas de B. cinerea como el desarrollo del micelio. 
Además, se ha visto que el (E)-2-hexenal podría funcionar como un elicitor volátil 
de la respuesta defensiva en plantas de algodón (Zeringue, 1992). Más 
recientemente se ha comprobado que este compuesto puede activar las defensas 
de las plantas (Farmer, 2001). Por otra parte, se ha visto que varios elicitores 
producen cambios en la composición de los volátiles que emiten las plantas, tanto a 
nivel cualitativo como cuantitativo (Obara y col., 2002). Existen estudios recientes 
que demuestran que algunos MAMPs podrían estimular la emisión de volátiles para 
aumentar la resistencia de la planta e incrementar el efecto inhibitorio sobre B. 
cinerea (Paré y col., 2005; He y col., 2006). Es tentador pensar en otros posibles 
mecanismos de acción del ácido hexanoico como inductor de la resistencia, 
relacionados con una mayor producción de compuestos volátiles como el 2-hexanal.  
Las plantas sintetizan dichos compuestos volátiles mediante una ruta común para 
la síntesis de oxilipinas y también del JA. Loxd es una lipooxigenasa de tomate que 
participa en las primeras etapas de la ruta de las oxilipinas. Por homología de 
secuencia con lox3 de patata se cree que está en los tilacoides del cloroplasto y que 
cataliza la conversión de ácido linolénico a ácido 13-hidroperoxilinolénico (Heitz y 
col., 1997; Royo y col., 1996; Farmaki y col., 2007). Ambas lipooxigenasas 
comparten homología con AtLox2, de Arabidopsis (Heitz y col., 1997; Royo y col., 
1996). Algunos de estos productos (ácidos grasos con grupo hidroperóxido en 
posición 13) tienen propiedades señalizadoras en cebada y tomate (Weichert y col., 
1999; Knight y col., 2001).  
En judía, la acción de la hidroperóxido liasa sobre estos compuestos lleva a la 
formación de compuestos volátiles de 6 carbonos con actividad antimicrobiana, 
tales como el cis-3-hexenol y el trans-2-hexenal (Croft y col., 1993) por una vía 
independiente de la biosíntesis de JA. Además, se ha descrito para estos volátiles 
capacidad inductora (Farmer y col., 2001; Farmer y col., 2003).  
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Por otra parte, otras lipooxigenasas convierten estos ácidos grasos con grupo 
hidroperóxido en posición 13 en cetotrienos electrofílicos (13-KOT), que inducen 
genes de defensa en Arabidopsis (Vollenweider y col., 2000, Almeras y col., 2003). 
Recientemente se ha encontrado que algunos de estos compuestos, así como las 
oxilipinas que se forman por acción de las reductasas, (entre ellas 13-HOT, 13-HOD 
y 9-HOT) producen un hipercurvamiento de la raíz en Arabidopsis (Vellosillo y col., 
2007). 9-HOT produjo el fenotipo más agudo e indujo la deposición de calosa en la 
raíz y en las hojas (Vellosillo y col., 2007). Los autores caracterizaron el mutante 
nonresponding to oxilipins (noxy2), que no respondía a 9-HOT ni a las otras 
oxilipinas testadas y resultó ser más susceptible a Pseudomonas syringae. Los 
autores concluyeron, además, que los mecanismos de respuesta a 9-HOT y a las 
demás oxilipinas eran activados por una ruta independiente de JA. 
Además, se ha demostrado que varias de estas oxilipinas tienen actividad 
antimicrobiana in vitro contra varios patógenos de plantas, incluído B. cinerea 
(Prost y col., 2005).  
Todas estas observaciones denotan que la inducción de LoxD puede promover 
diversas rutas de síntesis de oxilipinas, independientemente de JA, que tienen tanto 
propiedades antifúngicas como señalizadoras, capaces de inducir incluso la 
acumulación de calosa.  
De acuerdo con estas premisas, el ácido hexanoico podría inducir resistencia en 
tomate a B. cinerea, provocando un aumento de la expresión de Loxd y de la 
deposición de calosa, a través de  rutas de oxilipinas que fueran indepenientes de 
JA. Esto sería consistente con que el mutante deficiente en JA def1, cuya mutación 
afecta a una etapa posterior a LoxD, siga mostrando la resistencia inducida por el 
ácido hexanoico. Por su estructura química, el ácido hexanoico incluso podría 
interferir en la síntesis de dichos compuestos volátiles hexacarbonados o constituir 
un análogo estructural de los mismos en la inducción de las respuestas.  
La demostración de estas hipótesis, así como el papel del ABA en la IR mediada 
por el ácido hexanoico, requerirán investigaciones adicionales. 
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El  ácido hexanoico como tratamiento preventivo y curativo en tomate  
 
La cualidad más destacada de la capacidad antifúngica del ácido hexanoico es la 
fuerte reducción de los síntomas de infección en las plantas de tomate, no sólo 
como tratamiento preventivo, sino también cuando ya se han manifestado los 
primeros síntomas de infección. El ácido hexanoico produjo un efecto curativo, 
tanto en plantas jóvenes de tomate (cv. Ailsa Craig), como en plantas desarrolladas 
con fruto del cultivar Microtom, así  como en frutos de tomate cosechados en varios 
estados de maduración (cv. Ailsa Craig). Si bien pocos compuestos poseen al 
mismo tiempo capacidad inductora y fungicida, entre los fungicidas pocos tienen 
capacidad curativa. El quitosano, que tiene efecto inductor y fungicida, inhibió la 
infección por B. cinerea en plantas de pepino al inocular una hora después de tratar 
las hojas por spray, pero ya no se observó efecto cuando el tratamiento se aplicaba 
24 h después de la inoculación, sugiriendo que una vez que las esporas estaban 
bien establecidas en el tejido el quitosano no tenía efecto curativo (Ben-Salom y 
col., 2003). Por otra parte, el Pirimetanil ha sido recientemente aprobado para el 
control de la podredumbre verde causada por Penicillium digitatum en cítricos. Este 
compuesto tiene una gran capacidad curativa, inhibiendo Penicillium expansum al 
tratar 24 h después de su inoculación en cítricos (Smilanick y col., 2006). En el 
caso del ácido hexanoico, el tratamiento previo realizado por spray 30 minutos 
antes de la inoculación redujo el halo de necrosis producido tras la infección por 
Botrytis cinerea en más del 50% y cuando el tratamiento se aplicó 48 h después de 
la inoculación, la diferencia en el área de necrosis entre las plantas tratadas y no 
tratadas alcanzaba un 30 % a las 24 h de avance de la infección. 
Es importante destacar que las concentraciones de ácido hexanoico utilizadas en 
los ensayos realizados estan en el rango de aplicación en campo de muchos 
compuestos fungicidas utilizados para el control de B. cinerea, tales como el 
Captan, Tolilfluanid, Tiram y el Zinc dimetil-ditiocarbamato (Walter y col., 2005; 
Sholberg y col., 2005). También es prometedor el hecho de que las concentraciones 
de ácido hexanoico aplicadas no resulten tóxicas para las plantas, ni afecten 
aparentemente a los frutos. Obviamente deben ser realizados estrictos análisis para 
evaluar la seguridad toxicológica y medioambiental del ácido hexanoico, pero los 
resultados obtenidos lo señalan como un buen candidato para el diseño y desarrollo 
de tratamientos de plantas de tomate en campo, así como para la aplicación en 
postcosecha.  
 
Reuniendo los resultados obtenidos, podemos concluir que el ácido hexanoico 
incrementa la protección de las plantas de tomate a través de dos efectos. Por una 
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parte, induciendo mecanismos de resistencia frente a la infección por Botrytis 
cinerea y por otra parte, inhibiendo directamente el desarrollo del patógeno. Se ha 
demostrado que el nivel de resistencia inducida en tomate por el ácido hexanoico es 
comparable a la producida por el BABA y que, al igual que éste, tiene un efecto de 
cebado o priming en la planta, induciendo la acumulación de calosa en los puntos 
de penetración del patógeno. En su mecanismo de acción podría estar implicado el 
ácido abscísico, al igual que ocurre con el BABA en Arabidopsis thaliana. Sin 
embargo, los datos de que se dispone hasta el momento parecen indicar que la 
acción del ácido hexanoico no está mediada por las ruta de señalización 
dependientes de JA y SA. El ácido hexanoico presenta también una actividad 
fungicida, inhibiendo tanto la germinación de las esporas como el crecimiento del 
micelio de B. cinerea, lo que explica su eficacia en el control preventivo y curativo 
del patógeno. El mecanismo de acción fungicida del ácido hexanoico parece estar 
relacionado con la permeabilización de las membranas del hongo. 
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CONCLUSIONES 
 
 
Θ La ausencia de las EGasas Cel1 y Cel2 disminuye la susceptibilidad frente a B. 
cinerea en planta de tomate. 
 
Θ La resistencia promovida por la ausencia de Cel1 y Cel2 en las plantas de tomate 
frente a B. cinerea se correlaciona con un incremento en la deposición de calosa en 
la zona de infección. 
 
Θ La ausencia de las EGasas Cel1 y Cel2 produce un incremento en la acumulación 
de los transcritos de  PR1 y LoxD. 
 
Θ La expresión de Cel2 sobre el fondo genético rin aumenta la susceptibilidad del 
fruto de tomate frente a B. cinerea. 
 
Θ El monoéster etílico del ácido adípico (AAME) inhibe la germinación de las esporas 
de Botrytis cinerea de forma dependiente de la concentración y del pH, habiéndose 
determinado una mínima concentración fungicida de 16mM.  
 
Θ El AAME también inhibe el crecimiento del micelio de B. cinerea, produciendo  
una alteración en la permeabilidad de las membranas del hongo.  
 
Θ El AAME inhibe el crecimiento de Botrytis cinerea, tanto in vitro, como sobre fruto 
de tomate, lo que apoya su uso potencial como tratamiento fungicida. 
 
Θ El ácido hexanoico es un inductor de la resistencia de las plantas de tomate 
(Solanum lycopersicum) frente a Botrytis cinerea. 
 
Θ La resistencia inducida en tomate por el ácido hexanoico tiene un efecto de 
cebado o priming en la planta, induciendo la acumulación de calosa en los puntos 
de penetración del patógeno. Asimismo, incrementa los transcritos de PR1 y Loxd. 
 
Θ La señalización dependiente de ácido abcísico parece estar implicada en el 
mecanismo de acción del ácido hexanoico.  
 
 
 
Conclusiones 
 181
Θ El ácido hexanoico presenta también actividad fungicida, a concentraciones 
superiores a las que ejerce efecto inductor, inhibiendo tanto la germinación de las 
esporas como el crecimiento del micelio de B. cinerea. Este efecto parece estar 
relacionado con la permeabilización de las membranas del hongo. 
 
Θ El ácido hexanoico protege de manera preventiva y curativa frente a B. cinerea 
en plantas jóvenes de tomate cv. Ailsa Craig, así como en plantas desarrolladas con 
fruto, del cultivar MicroTom. También es eficaz en frutos de tomate cv. Ailsa Craig 
cosechados en varios estados de maduración. 
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